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1 Einleitung  
 
1.1 Epidemiologie kardiovaskulärer Krankheiten 
 
Kardiovaskuläre Krankheiten sind mit über 60% die häufigste Todesursache in der 
europäischen Staatengemeinschaft. Hierzu gehören Krankheiten wie Bluthochdruck, 
die Koronare Herzerkrankung (KHK), Schlaganfall, rheumatische Herzerkrankungen 
und angeborene Herzfehler. Die KHK ist innerhalb dieser Aufstellung allerdings bei 
weitem die häufigste Todesursache1.  
Auch in den Entwicklungsländern ist ein stetiger Anstieg der Morbiditätsziffern in 
diesem Bereich festzustellen. Die WHO schätzt, dass im Jahr 2020 kardiovaskuläre 
Krankheiten auch in Entwicklungsländern Haupttodesursache sein werden. Dies ist 
Folge veränderter Lebensbedingungen und der damit verbundenen Exposition 
gegenüber klassischen Risikofaktoren (Cholesterin, Blutfette, Übergewicht, Blutdruck, 
Rauchen) sowie einer gesteigerten Lebenserwartung durch Verminderung von 
Mangelernährung und einer verbesserten Versorgung infektiöser Krankheiten2. 
Auch wenn in den westlichen Industrienationen die Mortalitätsziffern für KHK seit 
einigen Jahren rückläufig sind (siehe Abb.1), sei es durch Verbesserung der 
medizinischen (Notfall-)Versorgung und Prävention oder durch geändertes 
Gesundheitsverhalten der Bevölkerung, so sollen sie doch auch in den nächsten 20 
Jahren an der Spitze der Todesursachen stehen. Dabei stellen diese Krankheiten 
durch ständig wachsende Ausgaben und chronische Finanzierungsnot der 
Krankenkassen ein gewaltiges sozio-ökonomisches Problem dar3. 
Ein besseres Verständnis der Ursachen und Auswirkungen kardiovaskulärer 
Krankheiten könnte so zur Verbesserung des allgemeinen Gesundheitszustandes und 
der Lebenserwartung, aber auch zu einer finanziellen Entlastung des 
Gesundheitssystems führen. 
 
1 Einleitung 
6 
0
50000
100000
150000
200000
250000
300000
350000
400000
450000
500000
1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000
 
Abb 1.: Zahl der an KHK verstorbenen Menschen in Deutschland 1991-2000 
 
1.2 Gefäßwandaufbau 
 
Die Arteriosklerose ist Ursache für den Großteil aller Herz-Kreislauferkrankungen. Sie 
ist definiert als ein entzündlicher Prozess in der Gefäßwand, dem viele molekulare 
Vorgänge zu Grunde liegen. Glatte Gefäßmuskelzellen (VSMC) steuern einen 
wesentlichen Teil zu der Entstehung der arteriosklerotischen Plaques bei, weshalb hier 
kurz auf den zugrunde liegenden Prozess eingegangen werden soll.  
Die normale Arterienwand (Abb.2) besteht im Wesentlichen aus 3 Schichten. Die 
äußerste Schicht, die Tunica Adventitia, besteht aus kollagenhaltigem, lockerem 
Bindegewebe, das Fettzellen und Fibroblasten enthält, sowie Gefäße (vasa vasorum) 
und Nervenzellen (nervi vascularis) mit sich führen kann.  
Die Tunica adventitia wird durch die Lamina elastica externa von der Tunica media 
getrennt. Die T. media ist der dickste Anteil der Arterie, bestehend aus ringförmig 
verlaufenden Schichten glatter Gefäßmuskelzellen und dazwischenliegenden 
fenestrierten elastischen Platten. Die Gefäßmuskelzellen sind ihr einziger zellulärer 
Bestandteil. Sie werden von einer interstitiellen Matrix umgeben, für deren Sekretion 
die Muskelzellen selbst verantwortlich sind und die im Wesentlichen aus den 
Kollagentypen I und III sowie Fibronektin und Proteoglykanen besteht. Die T. media 
wird wiederum durch die Lamina elastica interna von der T. interna separiert, die aus 
dünnen Bindegewebslamellen besteht, die wenige VSMC umschließen. Zum 
1 Einleitung 
7 
Gefäßlumen hin schließt die Intima mit einem einschichtigen, auf einer Basalmembran 
aufsitzendem Endothel ab. Das Endothel hat antikoagulative Eigenschaften und ist 
aktiv an der Tonusregulierung des Gefäßes über Mediatoren wie NO beteiligt. 
Adventitia
Media
Intima
Endothelzellschicht
Basalmembran
lamina elastica interna
Extrazellulare Matrix
 
                                Abb.2: Schematische Darstellung des Aufbaus einer normalen Arterie 
 1.3 Arteriosklerose 
 
Die Arteriosklerose ist von der American Heart Association in 6 Stadien, die auf 
morphologischen Kriterien beruhen, eingeteilt worden. 
 
Typ I 
Die initiale Läsion besteht aus der nur mikroskopisch sichtbaren subendothelialen 
Einlagerung von Lipoproteinen, der konsekutiven Migration von Monozyten und T-
Lymphozyten sowie dem Transport von Lipiden durch die Endothelzellschicht. Diese 
Art der Gefäßwandveränderung findet sich schon in den Arterien kleiner Kinder aber 
auch in den Arterien Erwachsener mit meistens geringer Arteriosklerose.  
 
Typ II 
Die Aufnahme dieser Lipoproteine durch die Makrophagen führt zur Ausbildung so 
genannter „fettiger Streifen“ (fatty streaks). Dies bedeutet, dass es unter dem Einfluss 
lokaler Chemokine zur Aktivierung der T-Zellen und der Differenzierung der Monozyten 
zu Makrophagen kommt. Diese exprimieren den Scavenger-Rezeptor, der es ihnen 
erlaubt im Gegensatz zum klassischen LDL-Rezeptor unreguliert modifiziertes LDL 
aufzunehmen und so zu so genannten Schaumzellen („foam cells“) zu werden4. Neben 
den Makrophagen befinden sich nun auch in den VSMC lipidhaltige Tröpfchen 
wenngleich in Relation sehr viel weniger als in Typ I Läsionen. 
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Typ III 
Dieser Typ wird auch als Intermediärtyp bzw. Präatherom bezeichnet, weil es als 
morphologischer Übergang zwischen einer Typ II Läsion und der als Atherom 
bezeichneten Typ IV Läsion gesehen werden kann. Es zeichnet sich durch die 
Anreicherung von extrazellulären Fett-Tröpfchen aus, die entweder frei oder 
membrangebunden vorliegen. Diese Fett-Depots befinden sich zwischen den 
Makrophagen und Schaumzellen und ersetzen dort die interzelluläre Matrix. Zusätzlich 
treiben sie die VSMC auseinander, womit die bestehende Kohärenz aufgehoben wird. 
Die für die fortgeschrittenen Läsionen typischen Lipidkerne bestehen zu diesem 
Zeitpunkt allerdings noch nicht.  
 
Typ IV 
Typ IV Läsionen zeichnen sich durch eine deutlich vermehrte, aber gut abgrenzbare 
Mehranreicherung von Lipiden in der Intima aus, die als Lipidkern bzw. Atherom 
bezeichnet wird. Fibröse Anteile oder Schäden der Gefäßwand mit konsekutiver 
Thrombose sind jedoch noch kein Zeichen dieses Stadiums. Vielmehr findet eine 
Zerstörung der normalen Strukturen der Intima statt, weshalb dieses Stadium auch als 
fortgeschritten bezeichnet wird, wenngleich diese Vorgänge nicht zwangsläufig zu 
einer Verminderung des Gefäßdurchmessers führen müssen. Die VSMC der Intima 
sind zu diesem Zeitpunkt voneinander getrennt, und die interzelluläre Matrix durch 
angereichertes, extrazelluläres Lipid ersetzt. Ihre Zellorganellen können kalzifiziert sein 
genauso wie die Lipidkerne selbst. Das umgebende Gewebe entspricht weitgehend 
der Proteoglycan-Schicht der Intima, obwohl hier ebenfalls Makrophagen, 
Schaumzellen, Lymphozyten und Mastzellen anwesend sein können. Wird dieses 
Gewebe im Verlauf bindegewebig umgebaut, spricht man von Typ V Läsionen. 
 
Typ V 
Umgibt das neue bindegewebige Material einen Lipidkern, so spricht man von einem 
Fibroatherom bzw. eine Va Läsion. Sind Anteile kalzifiziert oder finden sich keine oder 
wenig Anteile eines Lipidkerns, handelt es sich um Läsionen des Typs Vb respektive 
Vc. Durch die aktivierten Zellen und durch aus Thrombozyten freigesetztes PDGF 
kommt es zu einer Einwanderung von aktivierten VSMC aus der Media in die Intima, 
die durch Proliferation und anschließende Matrix-Synthese die Plaques stabilisieren. 
Dieser Vorgang erinnert an die Aktivierung und Proliferation glatter 
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Gefäßmuskelzellen, wie sie im Verlauf der Gefäßwandverletzung z.B. bei Dilatation 
und Implantation von Gefäßstützen vorkommen. Die Entzündungszellen arbeiten 
dieser Entwicklung allerdings durch die Produktion von so genannten Matrix-
Metalloproteinasen und Zytokinen, die die Proliferation der VSCM stoppen und zur 
Apoptose führen, entgegen.  
 
Typ VI 
Kommt es zu einer Ruptur des Plaques, zu Oberflächen-Defekten, Hämatomen oder 
Hämorrhagien und thrombotischen Ablagerungen, spricht man von Typ VI Läsionen. 
Tritt das hochthrombogene Material des Plaques mit dem fließenden Blutstrom in 
Kontakt, kann es zu einer Anlagerung von Blutplättchen mit nachfolgendem 
Gefäßverschluss kommen5.  
Die Arteriosklerose kann lange Zeit unbemerkt verlaufen. Plaquerupturen und ständige 
Bildung von stabilisierenden Kappen können ohne klinische Erscheinungsbilder 
bleiben. Aufgrund der Fähigkeit der Arterienwand, ihren Tonus und ihre Größe zu 
verändern, muss dies nicht zwangsläufig zu einer wesentlichen Lumeneinengung 
führen. Sind diese kompensatorischen Mechanismen allerdings ausgeschöpft, oder 
führt die Ruptur eines arteriosklerotischen Plaques mit Thrombenbildung zu einer 
bedeutenden Einschränkung des Lumendiameters, so kommt es zu einem 
ischämischen Ereignis im nachfolgenden Stromgebiet5. Am Herzen bedeutet dies das 
Auftreten einer instabilen Angina Pectoris oder eines akuten Myokardinfarktes.  
 
1.4 Die Perkutane Transluminale Coronare Angioplastie (PTCA) 
 
Die perkutane transluminale koronare Angioplastie (PTCA) ist eine minimalinvasive 
Methode zur Aufweitung arteriosklerotisch verengter Koronararterien. Sie wurde in den  
70er Jahren von Andreas Grüntzig entwickelt und seitdem kontinuierlich 
weiterentwickelt. Methodisch vereinigt die PTCA die Koronarangiographie und die 
Technik der Transluminalen Angioplastie, wie sie seit Mitte der 60er Jahre von Dotter 
und Judkins für die Aufweitung von Femoralarterien eingeführt wurde. Die 
Patientenzahlen, die sich diesem Verfahren unterziehen, steigen seit der Einführung 
stetig. Waren es 1977 noch 50 Patienten, so stieg diese Zahl alleine in Deutschland 
auf ca. 210000 im Jahr 2002. [Abb.3] 
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                     Abb.3: Zahl der durchgeführten PTCA in Deutschland 1991-2002 Quelle:6,7 
 
Bei der PTCA wird mittels eines Katheters der arteriosklerotisch oder anderweitig 
verengte Bereich der Koronararterie aufgesucht und mittels eines Ballons geweitet. Im 
selben Arbeitsschritt kann eine metallene Gefäßstütze, ein so genannter Stent, 
eingebracht werden. Frühe Komplikationen der PTCA können Blutungen, 
Wiederverschluss oder aber auch Infarkt sein, so dass ein koronarchirurgischer 
Notfalleingriff nötig werden kann. Der frühe Wiederverschluss beruht auf den 
elastischen Eigenschaften der Arterienwand. Er wird durch das Einbringen von Stents 
verhindert. Mittlerweile ist die Einbringung solcher Stents Standard, so dass in 
schätzungsweise 80% der durchgeführten PTCA Stents eingesetzt werden8.  
Waren die Stents zu Beginn ihrer Nutzung ausschließlich aus Edelstahl, so richtet sich 
das Interesse der Forschung auf die Entwicklung neuer Metalllegierungen mit 
verbesserten mechanischen Eigenschaften und verbesserter Biokompatibilität. Beide 
Faktoren beeinflussen entscheidend die entzündlichen und proliferativen Prozesse in 
der Gefäßwand9. Daneben sind Stentdesign und Abwurftechnik Ansatzpunkt stetiger 
Verbesserungen.  
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1.5 Phänotypen glatter Gefäßmuskelzellen 
 
VSMC sind der einzige zelluläre Bestandteil der arteriellen Media und dort 
verantwortlich für die Aufrechterhaltung und Modulierung des arteriellen Drucks. 
Neben dieser Aufgabe sind VSMC durch ihre Fähigkeit zu migrieren, zu proliferieren 
und Extrazellulärmatrix zu sezernieren die einzigen Zellen, die Schäden innerhalb der 
Gefäßwand reparieren können. Man unterscheidet im wesentlichen 2 Phänotypen von 
VSMC. Zum einen den kontraktilen, quieszenten Phänotyp, der sich durch eine 
niedrige Proliferationsrate, d.h. eine geringe Tendenz sich zu teilen und zu vermehren, 
auszeichnet, sowie den synthetisierenden, proliferierenden Phänotypen, der in der 
Lage ist, Zellwandschichten und Barrieren zu durchwandern (Migration und Invasion) 
und Extrazellulärmatrix zu synthetisieren (Sekretion)10. Der quieszente Zelltyp hat 
einen hohen Gehalt an kontraktilen Filamenten sowie Zytoskelett-Proteinen. Die 
Adhäsion an die extrazelluläre Matrix erlaubt es ihm, erheblichen Drücken und 
Scherkräften, die aus der Hämodynamik resultieren, zu widerstehen. Der 
synthetisierende Phänotyp scheint dem Phänotypen glatter Gefäßmuskelzellen 
während der embryonalen Entwicklung zu ähneln. Er ist besonders in die Prozesse, 
die die Arteriosklerose und Restenose betreffen, involviert. Dieser Phänotyp besitzt 
sehr viel weniger Myofilamente dafür aber viele synthetisierende Zellorganellen wie 
Endoplasmatisches Retikulum, Golgiapparat und freie Ribososmen11 und ist damit 
entscheidend an den Reparaturvorgängen, wie sie im Rahmen der Arteriosklerose 
(s.o.), Restenose oder Gefäßtransplantation auftreten können, beteiligt12,13. Campbell 
et. al konnten in ihren Studien zeigen, dass unter Zellkulturbedingungen VSMC auch 
ohne mitogene Reize eine Änderung ihres Phänotyps vollziehen, und so 
Eigenschaften intimaler VSMC annehmen 13-15. Die Änderung des Phänotyps geht mit 
einer differentiellen Expression von Zytoskelett- oder Kontraktilität-assozierter Genen 
einher. So wurde festgestellt, dass Smooth-muscle-Actin-α und γ, Calponin, SM-22- α 
16 sowie die schwere Kette von SM-Myosin und Smoothelin17 in differenzierten, 
kontraktilen glatten Gefäßmuskelzellen stärker als in proliferierenden VSMC mit 
sekretorischem Phänotyp exprimiert werden.  
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Migration und Invasion glatter Gefäßmuskelzellen 
 
Zellmigration ist die Wanderung von Zellen infolge von Chemotaxis, der gerichteten 
Bewegung auf einen chemischen Reiz zu oder davon weg. Invasion ist darüber hinaus 
die Wanderung von Körperzellen in Fremdgewebe unter rezeptorvermittelter Adhäsion 
und gleichzeitiger enzymatischer Auflösung der Basalmembran. Anreiz zur Migration 
und Invasion können verschiedene Stimuli sein, davon scheinen PDGF (platelet 
derived growth factor) und IGF-1 (insulin-like growth factor-1) die bedeutendsten zu 
sein. Das invasive Potential der Muskelzelle unterliegt einer sehr komplexen 
Regulation verschiedener genetischer Mechanismen. Dazu gehören die vermehrte 
bzw. verminderte Sekretion von Zell-Zell- und Zell-Matrix Adhäsionsmolekülen (z.B. 
Integrine, Cadherine), Proteasen, ihrer Aktivatoren (Plasmin, t-PA) und Inhibitoren 
(TFPI), Agonisten des G-Protein-Rezeptors (Thrombin, Angiotensin II), Zytokine 
(Interleukin 1 und 6) sowie veränderte Produktion von Matrix-Molekülen (Kollagen, 
Laminin, Fibronektin) und Matrix-degradierenden Proteinen (MMP). Ausgehend von 
der Hypothese, dass man durch Einflussnahme auf die Genexpression eine 
Veränderung des Phänotyps erreichen kann, sollte einen die genaue Kenntnis über die 
Genexpressionsmuster beider Phänotypen in die Lage versetzen, VSMC zu 
manipulieren und so gegebenenfalls Einfluss auf die Vorgänge, wie sie während der 
Arteriosklerose und Restenose vorkommen, zu nehmen. In vitro ist es möglich, durch 
Zellkulturbedingungen einen nicht-invasiven und einen invasiven Phänotypen zu 
induzieren.  
 
1.6  Restenose und In-Stent-Restenose 
 
Die Therapie einer symptomatischen Stenose durch die koronare Angioplastie führt zu 
einem vaskulären Heilungsprozess, der zum einen zu akuten Wiederverschlüssen und 
zum anderen zu Umbauten innerhalb der Gefäßwand, hier besonders der Intima, 
durch die Migration und Proliferation von VSMC mit nachfolgender Bildung einer 
Neointima führt. Dieser Vorgang wird allgemein als Restenose bezeichnet. Je nach 
Studie, Patientenkollektiv, Verwendung von Stents und deren Beschaffenheit und 
anderen Faktoren tritt eine Restenose der Koronararterien in 10-50% der Fälle auf18. 
Dies führt zur Notwendigkeit erneuter Eingriffe mit den damit verbundenen Risiken für 
die Patienten. Gerade bei den bis zuletzt stetig steigenden Zahlen durchgeführter 
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PTCAs auf der ganzen Welt ist auch die wirtschaftliche Belastung des 
Gesundheitswesens nicht zu unterschätzen.  
 
1.6.1 Phasen der Restenoseentstehung  
 
Die Prozesse, die zur Entstehung der Restenose führen, können grob in 3 Phasen 
unterteilt werden. Der kurz nach dem Eingriff auftretende Wiederverschluss durch 
elastische Rückstellkräfte der Arterienwand ("Recoil"), welcher innerhalb der ersten 24 
Stunden auftritt, die Thrombenbildung an der verletzten Endothelschicht mit 
anschließender Thrombenorganisation bis zu 2 Wochen später und letztens die 
Migration glatter Gefäßmuskelzellen aus der Media mit folgender 
Extrazellularmatrixsynthese innerhalb der ersten 3 Monate.  
1) Die Arterienwand besitzt durch die in ihr eingelagerten Fasern und Zellen eine 
elastische Rückstellkraft (Recoil). Diese führt dazu, dass nach PTCA eine erhebliche 
Verengung der aufgeweiteten Arterie erfolgen kann. Die Größe des benutzten Ballons 
und die Form der arteriosklerotischen Stenose sind dabei wichtige Einflussgrößen. 
Prinzipiell erzeugen größere Ballons größere Endlumina, wohingegen exzentrische 
Stenosen einen größeren Recoil verursachen19. 
2) Durch die Aufdehnung kommt es zu einer Verletzung der Endothelschicht, worauf 
subendotheliales Gewebe wie Kollagen dem Blutstrom ausgesetzt wird. Dies führt zur 
Anlagerung von Thrombozyten. Die Intensität der thrombotischen Reaktion wird dabei 
sowohl durch die Zusammensetzung des arteriosklerotischen Plaques bestimmt, als 
auch durch die geometrischen Eigenschaften der aufgedehnten Stelle und der daraus 
resultierenden Fließeigenschaft des Blutes.  
Durch die Verletzung der Endothelschicht wird darüber hinaus deren antithrombotische 
Wirkung (z.B. über NO, t-PA, u-PA und deren Rezeptoren) eingeschränkt20,21. 
3) Die 3. Phase mit Bildung einer „Neointima“, d.h. Akkumulation proliferierender 
VSMC und extrazellulärer Matrix mit Einengung des Gefäßlumens an geschädigter 
Stelle, hat eine zentrale Bedeutung. Histologisch sind mehrer Phasen zellulärer 
Aktivität festzustellen: 
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Migration medialer Gefäßmuskelzellen in die Intima 
 
Initial kommt es zur Aktivierung glatter Gefäßmuskelzellen. Dies erfolgt in den ersten 
beiden Tagen nach Gefäßtrauma22. Diese Aktivierung wird durch Faktoren bestimmt, 
wie sie von Thrombozyten bzw. verletzten und apoptotischen VSMC freigesetzt 
werden22. Die wichtigsten dieser Kategorie sind PDGF und IGF-1. Daneben haben 
auch TGF-ß, FGF23,24, Thrombin25 und Angiotensin II26, aber auch viele andere 
Faktoren (Endothelin-127,28, NO29 oder Heparin30,31) modulatorische Effekte. Das 
Ausmaß der Aktivierung steht dabei in enger Korrelation zu dem Ausmaß der 
Verletzung, die der Arterienwand zugefügt wurde32, z.B. als Resultat der Verminderung 
antiproliferativer Faktoren aus der Endothelschicht. 
2-4 Tage nach Aktivierung der Muskelzellen kommt es zur Migration medialer VSMC 
durch die Lamina elastica interna in die Tunica intima der Gefäßwand. PDGF ist 
wahrscheinlich der stärkste und entscheidende Faktor. Es wird von Thrombozyten 
freigesetzt. Die aktivierten VSMC wandern entlang des Konzentrationsgefälles 
zwischen formierten Thrombus und Media33. Fördernd wirkt in diesem Zusammenhang 
die erhöhte Synthese von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sowie die Verminderung 
von Inhibitoren dieser Metalloproteinasen34 durch die Degradation und 
Umstrukturierung der die VSMC umgebenden Basalmembran und Matrix.  
 
Proliferation intimaler Gefäßmuskelzellen und Synthese von Extrazellularmatrix 
 
7-10 Tage nach der Gefäßwandverletzung kommt es zu einer Vermehrung der VSMC 
innerhalb der Intima35. In diesem Zustand sezernieren sie Extrazellularmatrix in ihre 
Umgebung. Diese Matrix besteht zu großen Teilen aus Kollagen Typ I und III, kleine 
Mengen Kollagen Typ VI, Fibronektin, Elastin und Proteoglycanen wie Versican, 
Decorin, und Biglycan. 
Die Interaktion der VSMC mit der sie umgebenden Matrix ist von entscheidender 
Bedeutung für ihre phänotypische Ausprägung. So wird angenommen, dass der 
Kontakt der Muskelzellen über ß1-Integrine mit der Basalmembran diese in einem 
ruhenden Zustand belässt. Nach Degradation der Basalmembran durch Proteasen wie 
u-PA oder MMPs kommt es zum Kontakt mit Matrix-Molekülen wie monomerem 
Kollagen oder Fibronektin. Besonders der über α5ß1- und αvß3-Integrine vermittelte 
Signalweg scheint aktivierend auf die VSMC zu wirken Besonders nach Gefäßtraumen 
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werden innerhalb neointimaler Veränderungen an diesen Signalwegen beteiligte 
Moleküle exprimiert. 36-38.   
I.) 
- Apoptose
- Aktivierung 
- Proliferation medialer
   Myozyten 
II.) 
- Migration in 
   die Intima
III.) 
- Proliferation intimaler Myozyten 
- Synthese extrazellulärer Matrix
- Reendothelialisierung
 
 Abb.4: Schematische Darstellung: Die besondere Rolle der VSMC in der Entstehung der Neointima 
Die In-Stent-Restenose resultiert aus der Verlegung des Lumens durch 
einwachsendes Gewebe. Die initiale Reaktion erfolgt an den Streben der Stents, die 
eine entzündliche Reaktion hervorrufen und dadurch eine ähnliche Reaktion bei den 
VSMC hervorrufen wie die konventionelle Angioplastie. Die Gefäßmuskelzellen 
migrieren durch die Lamina elastica interna und proliferieren dort in einer neuen 
Schicht, die als Neointima bezeichnet wird.  
 
1.6.2 Therapie und Prävention der Restenose 
 
Verschiedene Möglichkeiten der Therapie, jede mit ihren Vor- und Nachteilen, stehen 
zur Behandlung der Restenose und In-stent-Restenose zur Verfügung. Mit immer 
tieferem Verständnis der Mechanismen, die zur Restenoseentstehung führen, wird 
ständig an neuen Methoden der Behandlung und Prävention geforscht. An dieser 
Stelle sollen die gängigen kurz beschrieben werden.   
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Mechanische und physikalische Therapie der KHK und Restenose 
 
Die mit Abstand häufigste Therapieform der KHK und (In-stent-)Restenose ist die 
PTCA. Der Gefäßdurchmesser nach Re-PTCA erreicht in der Regel nicht die Weite 
der ersten Behandlung, da dass bei diesem Vorgehen neu gebildete Gewebe der 
Neointima nicht abgebaut, sondern nur verdrängt wird39. Ein erneutes Eindringen des 
intimalen Gewebes in das Gefäßlumen führt schon frühzeitig zu einer 
Wiederverengung. Auch eine erneute Stentimplantation an selber Stelle (stent in stent) 
kann notwendig werden. 
Um diesen Faktor zu umgehen, stehen mehrere plaqueablative Maßnahmen zur 
Verfügung:  
Bei der direktionalen Atherektomie wird mittels Atherektomiekatheter der 
arteriosklerotische Plaque abgetragen und das Material geborgen8. Bei der 
Rotablationsatherektomie hingegen wird das Gewebe durch einen 
Hochgeschwindigkeitsbohrkopf in kleinste, kapillargängige Partikel abgetragen, die 
durch das RES (retikulo-endotheliales System) des Körpers aus der Zirkulation 
entfernt werden. Vorteile scheinen bei der Behandlung längerstreckiger Verengungen 
zu bestehen, allerdings haben zwei unabhängige Studien nicht einheitlich einen Vorteil 
gegenüber der alleinigen Re-Dilatation zeigen können40. So erbrachte die 
monozentrische ROSTER-Studie (Randomized trial of Rotational Atherectomy vs 
balloon angioplasty) mit einer Restenoserate von 20% gegenüber 43% bei PTCA 
(p=0,01) einen erheblichen Vorteil, wohingegen die ARTIST-Studie (Angioplasty vs 
Rotational atherectomy for Treatment of In-Stent restenosis) bei der Rotablation mit ca. 
65% höhere Restenoseraten verursachte als die PTCA mit 51% (p=0,039)41.  
Andere auch auf der Abtragung neointimalen Gewebes basierende Therapiekonzepte 
sind die Laser-Angioplasty (Excimer-Laser) oder der Cutting-Balloon. Beide Therapien 
konnten allerdings keinen signifikanten Vorteil gegenüber alleiniger PTCA oder 
kombinierter PTCA und Rotablation zeigen42,43.   
Auf eine Verminderung der Neointima zielt auch die Brachytherapie ab. Bei diesem 
Verfahren wird nach Dilatation des Gefäßes entweder eine γ- oder ß-Strahlenquelle in 
das Gefäßlumen eingebracht, oder der abgeworfene Stent selber wurde durch 
Einbringen in einen Reaktor zur Strahlenquelle. Vorteil der ß-Strahlung ist ihre geringe 
Eindringtiefe von nur 2-3mm, so dass diese auf die Gefäßwand beschränkt bleibt. Die 
aus Photonen bestehende γ-Strahlung durchdringt diese und macht womöglich weitere 
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Schutzmaßnahmen innerhalb des Katheterlabors nötig. Das Prinzip entspricht der 
Strahlentherapie bei neoplastischen Veränderungen des Organismus. Da sich 
während der Restenose eine große Zahl von Zellen in einem proliferierenden Zustand 
befindet, scheint dieser Ansatz sehr effektiv zu sein und ist Gegenstand einiger 
klinischer Studien wie der WRIST (γ-Washington Radiation for In-Stent Restenosis)44, 
SCRIPPS (Scripps Coronary Radiation to inhibit Proliferation after Stenting)45 oder 
START (Stents and Radiation Therapy)46, die alle eine Verbesserung der 
Restenoserate innerhalb der Testgruppen erzielten. Wichtigste Komplikationen der 
Brachytherapie sind der so genannte „Edge Effect“ und die „späte Thrombose“ („late 
thrombosis“). „Edge Effect“ beschreibt dabei Gefäßstenosen, die in Gefäßsegmenten 
auftreten, die der bestrahlten Region bzw. den bestrahlten Stents benachbart liegen. 
Ursächlich dafür sollen zum einen der axiale Strahlungsabfall und das bei der 
Brachytherapie zugefügte Barotrauma sein. Die Gründe für die späte Thrombose sind 
vielfältig: Plättchenrekrutierung, Fibrinablagerung, gestörte Vasomotion, nicht heilende 
Dissektionen und einiges mehr. Durch prolongierte antithrombozytäre Medikation und 
sorgfältige Therapieplanung lassen sich beide Komplikationen aber weitgehend 
verhindern47. Nachteilig wirkt sich zudem aus, dass unselektiv alle proliferierenden 
Zellen in ihrem Wachstum gehemmt werden. Clowes et al. konnten z.B. zeigen, dass 
fehlende Endothelialisierung zu einer verstärkten Proliferation glatter Muskelzellen 
führte und damit entscheidend den Verlauf der Restenose beeinflusst48.  
 
Therapeutische Ansätze: Medikamententherapie mit oberflächenbeschichteten 
Stents 
 
Systemisch applizierte Medikamente konnten bisher keine bedeutende Verbesserung 
der langfristigen Restenoserate liefern35. Deshalb ergeben sich weitere Optionen aus 
der Entwicklung von beschichteten oder modifizierten Metall-Stents oder 
biodegradierbaren und nicht degradierbaren Polymerstents. Diese können langsam 
und in konstanter Konzentration Medikamente in ihre Umgebung abgeben, ohne 
systemische Nebenwirkungen hervorzurufen. Eine Möglichkeit einen Stent mit 
Medikamenten zu beladen, ist die kovalente Bindung an die Metalloberfläche, wie es 
erstmalig mit dem Heparin-Palmaz-Schatz-Stent in der BENESTENT-II Studie 
durchgeführt wurde49. Eine alternative Vorgehensweise ist die Inkorporation der 
Medikamente in polymerbeschichtete Stents, wodurch keine Beeinflussung des 
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Medikamentes durch die Bindung an den Träger und somit keine Veränderung der 
biologischen Aktivität entsteht50. In den Anfängen erzeugten die Polymere erhebliche 
lokale Entzündungsreaktionen, die die antiproliferativen Effekte der inkorporierten 
Substanzen zunichte machten51. Neu entwickelte Polymere verfügen mittlerweile aber 
über eine bessere Biokompatibilität.    
Bereits durchgeführte Studien am Menschen mit beschichteten Stents mit Substanzen 
wie Sirolismus (Rapamycin in SIRIUS (E+C) und FREEDOM), Paclitaxel (ELUTES und 
TAXUS (I-VII)) haben eine signifikante Reduktion der Restenoserate gegenüber 
unbeschichteten Stents ergeben.  
 
1.7 Ziele 
 
Die Restenose/In-stent-Restenose wird im Wesentlichen durch die Aktivierung, 
Migration und Proliferation glatter Gefäßmuskelzellen mit konsekutiver Matrixsynthese 
bestimmt. Bislang wurden schon einige Gene auf ihre potentielle Bedeutung im 
Rahmen dieser Vorgänge hin untersucht und als Ansatzpunkt medikamentöser und 
neuerdings gentechnischer Therapie gewählt. Trotz aller Erkenntnisse sind die 
komplexen Zusammenhänge und wechselseitigen Auswirkungen der Gene 
untereinander kaum aufgeschlüsselt.  
Die cDNA-Mikroarray-Technik bietet die Möglichkeit innerhalb kurzer Zeit viele Gene 
auf ihre Expression in Zellkultursystemen oder in in vivo-Präparaten zu testen. Der 
Vergleich zweier gleichartiger Mikroarrays mit cDNA unterschiedlicher 
Zellpopulationen erlaubt Aussagen über die differentielle Genexpression, durch die der 
Phänotyp von Zellen entscheidend verändert werden kann.  
Durch die Etablierung einer primären Zellkultur glatter Gefäßmuskelzellen ist es 
gelungen, proliferierende, hoch invasive und quieszente, niedrig invasive Zellen zu 
induzieren. Mittels eines Atlas-Mikroarrays, der 588 das kardiovaskuläre System 
betreffende Gene beinhaltet, soll die differentielle Genexpression beider Phänotypen 
untersucht werden. Auf diese Weise sollen Gene identifiziert werden, die bislang nicht 
im Rahmen der Restenose diskutiert wurden. Außerdem ermöglicht die 
Expressionsanalyse die Erstellung eines Expressionsmusters, das individuell 
verschieden für jeden analysierten Phänotyp ist.  
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2 Materialien und Methoden  
 
2.1 Zellkultur 
 
2.1.1 Zellkulturbedingungen 
 
VSMC 
 
Die für die Arbeit verwendeten VSMC stammen aus während koronarer 
Bypassoperationen resezierten Arteriae mammariae aus der hiesigen Klinik für Herz-, 
Gefäß- und Thoraxchirurgie.  
Das Resektat wurde im ersten Arbeitsschritt von umgebendem Bindegewebe und Fett 
befreit. Nach Freilegung wurde die Arterie endarteriektomiert, also von der Intima und 
der Endothelzellschicht befreit, und die Adventitia entfernt. Die übrig bleibende Media, 
deren einziger zellulärer Bestandteil VSMC sind, wurde anschließend in wenige mm² 
große Teile zerschnitten und einzeln in 6-Loch Kulturplatten (Falcon - Becton 
Dickinson, Heidelberg, Deutschland) ausgesät und mit Dulbecco´s Modified Eagle´s 
Medium [DMEM/Nut.Mix F-12 with Glutamax (Gibco BRL, Gaithersburg, USA)] 
genährt. Dem Nährmedium wurden Penicillin 100 U/ml und Streptomycin 10 µg/ml zur 
Vermeidung mikrobieller Kontamination und 10% fetales Kälberserum (FCS, Gibco) 
zugesetzt. Die atmosphärischen Bedingungen betrugen für die Zellkultur 37°C bei 5% 
CO2. Wechsel des Zellkulturmediums erfolgte alle 2 Tage.  
Die Beurteilung von Wachstum erfolgte über Begutachtung mittels Lichtmikroskop 
[Olympus Optical Co. (Europa) GmbH CK3, Hamburg, Deutschland] bei 100 und 400-
facher Vergrößerung. 
Nach Erreichen des subkonfluenten Zustandes wurde das Zellmedium abgesaugt, die 
Zellkulturschalen mit PBS gewaschen und mit 0,025% Trypsin (Sigma Aldrich, 
St.Louis, USA) behandelt. In PBS (Biochrom, Berlin, Deutschland) resuspendiert und 
nach 5 min Zentrifugation bei 1000 U/min wurde das so entstandene Zellpellet in 
25cm² oder 75cm² Kulturflaschen (beide Falcon) erneut in Kulturmedium 
aufgenommen. 
Die Untersuchungen wurden mit Zellen nach 3-6 maliger Passage durchgeführt. 
Anhand ihres Erscheinungsbildes mit typischem Berg- und Talmuster („hill and valley 
pattern“) sowie indirekter Immunfluoreszenz mit monoklonalem Smooth-Muscle-Actin 
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wurden die Zellen als humane VSMC identifiziert. Mit dieser Methode konnte 
normalerweise eine Reinheit >95% erzielt werden.  
Für die Versuche wurden die Zellen von 3-5 Spendern zusammengefasst (gepoolt), 
um den Einfluß individueller Phänotypen zu minimieren. Jeder Spenderpool und die 
daraus resultierenden Zellen und cDNA entsprechen einer Charge.  
 
HUVEC 
 
Alle Gefäße des menschlichen Körpers werden von einer einschichtigen 
Endothelzellschicht ausgekleidet. Als Ausgangsmaterial für die Kultivierung humaner 
umbilikaler Endothelzellen (HUVEC) wurden Nabelschnüre aus dem Kreißsaal des 
Universitätsklinikums Aachen verwendet.  
Die Nabelschnüre wurden mit HEPES-Puffer (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA) gespült, 
und unter leichtem Druck mit Kollagenase gefüllt. Nach 15 Minuten Inkubation bei 
37°C im Wasserbad wurde die Nabelschnur leicht massiert, um die Endothelzellen von 
der Gefäßwand zu lösen, die Kollagenase-Lösung in ein Gefäß abgelassen, und die 
Nabelschnur mit 20ml serumfreiem Medium nachgespült. Die Zellsuspension wurde 
bei 1100 U/min für 10 Minuten zentrifugiert, das entstandene Zellpellet mit 4ml 
serumhaltigen Medium resuspendiert und in eine T25-Kulturflasche (Falcon) pipettiert. 
Die Inkubation erfolgte bei 37°C, 5% CO2 und 10% O2. Die Passage erfolgte durch 
Lösen der Endothelzellen durch 1ml Kollagenase mit 1ml EDTA/BSA für 15 Minuten 
bei 37°C, Zentrifugation, erneutes Aufnehmen in 10ml Medium und Verwendung einer 
T75-Kulturflasche (Falcon). 
Um das für den Invasions-Assay verwendete Endothelzell-konditionierte Medium zu 
erzeugen, wurden proliferierende HUVEC 24 Stunden in serumfreien Medium 
inkubiert, dieses von Zellresten durch Zentrifugation befreit und bei -20°C bis zu den 
Versuchen ohne Zugabe von anderen Zusätzen gelagert. 
 
2.1.2 Immunfluoreszenz von Zellen 
 
Um die aus der Kultur gewonnen Zellen als VSMC zu identifizieren, wurde eine 
indirekte Immunfluoreszenzmarkierung durchgeführt. Smooth-Muscle-Actin-α (SMA-α) 
ist ein spezifischer Marker für Muskelzellen und diente hierbei als Kontrollprotein. Als 
Negativ-Marker wurde Antikörper gegen von-Willebrand-Faktor VIII (DAKO, Glostrap, 
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Dänemark) verwendet, der von Endothelzellen, nicht aber von Muskelzellen sezerniert 
wird, so dass zugleich die Abwesenheit von Endothelzellen nachgewiesen werden 
konnte.  
Hierzu wurden vom invasiven Phänotyp ca. 20 x  10³ Zellen, vom nicht-invasiven 
100 x 10³ Zellen auf einem Objektträger (Labtex – Becton Dickinson, Heidelberg, 
Deutschland) ausgesät und für 12 Stunden inkubiert. Der einmaligen Spülung mit PBS 
(Biochrom) folgte die Fixierung in Methanol bei -20°C für 10 Minuten. Nach 5 minütiger 
Rehydratation in PBS und 30 minütiger Blockade durch 3% BSA (Sigma-Aldrich, 
St.Louis, USA) in PBS wurden die Zellen mit monoklonalem Anti-Smooth-Muscle-
Actin-α Antikörper (Klon 1A4, Sigma-Aldrich) in einer Verdünnung von 1:500 bei 4°C 
inkubiert. Reste des Antikörpers wurden durch 3 malige Spülung mit PBS entfernt. Als 
fluoreszenzmarkierter Antikörper diente TRITC (DAKO, Glostrap, Dänemark)  in einer 
Verdünnung von 1:1500 in 3% BSA in PBS. Die Inkubation erfolgte bei 
Raumtemperatur und Dunkelheit für 1 Stunde. Nach 3 erneuten Waschgängen mit 
PBS und der Kontrastierung der Zellkerne durch 2µl DAPI (1µg/ml) (4´,6-Diamidino-2-
phenylindole-dihydrochloride, Sigma-Aldrich) in 30-50µl Mounting Medium 
(Vectashield Mounting Medium for Fluorescence, Vector Laboratories, Burlingame, 
USA) wurde der Objektträger luftdicht verschlossen und unter einem für 
Immunfluoreszenz ausgestatteten Mikroskop (Leitz, Wetzlar, Deutschland) betrachtet. 
 
2.1.3 Induktion des Phänotyps 
 
Wie im Kapitel 1.5 erwähnt ist es möglich, durch unterschiedliche 
Zellkulturbedingungen verschiedene Phänotypen in glatten Gefäßmuskelzellen zu 
induzieren. Hierzu wurden die Zellen in DMEM bis zum Erreichen eines 
subkonfluenten Zustandes kultiviert. Danach wurden sie zum einen in einer Dichte von 
2 x 106  Zellen/ml 5 Tage vor dem Invasions-Versuch in eine T75-Kulturflasche 
(Falcon) ausgesät. Unter Serumdepletion für 5 Tage entstanden Zellen, die den 
Muskelzellen der Tunica media eines intakten Gefäßes ähnelten und als „quieszent“ 
bezeichnet wurden. Um einen aktiven, mobilen Zelltypen zu erhalten, der die Fähigkeit 
zur Invasion aufweist, wurden zum anderen konfluente Zellen 2 Tage vor 
Versuchsdurchführung in einer Konzentration von 5 x 105 ebenfalls in einer T75-
Kulturflasche verteilt. Beide Ansätze wurden unter den in Kapitel 2.1.1 beschriebenen 
Bedingungen kultiviert.  
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2.2 Boyden-Kammer Experiment / Invasions-Assay 
 
Zur Testung der Invasivität wurde ein Boyden-Kammer-Modell (Costar, Cambridge, 
USA) verwendet. Das Prinzip der Boyden-Kammer beruht darauf, dass VSMC in 
Richtung eines Stimulus migrieren können (Chemotaxis)10,52,53. Die Kammer besteht 
im Wesentlichen aus 2 Kompartimenten, einem oberen und einem unteren, die durch 
eine Membran voneinander getrennt sind (siehe Abb.5). In das unter Kompartiment 
wird eine Lösung mit einem Stimulanz gefüllt, in das obere die zu testenden Zellen. Ist 
ein adäquater Anreiz gegeben, fangen die Zellen an, dem Konzentrationsgefälle 
entgegengesetzt durch den Filter zu wandern. Nach Fixierung und Färbung lassen 
sich die auf der Unterseite der Membran befindlichen Zellen zählen. PDGF ist ein 
potenter Stimulus für VSMC zu migrieren. Ähnliche Resultate erzielt man mit dem hier 
verwendeten Endothelzell-konditioniertem Medium (ECM) aus einer Nabelschnur-
Endothelzellreihe (HUVEC, Kap.2.1.1). 
Da aber nicht alleine die Migration der Zellen getestet werden sollte, sondern die 
Fähigkeit der Zellen, aktiv eine Basalmembran zu invadieren, wie es im Rahmen der 
Restenose passiert, wenn die Muskelzellen die Lamina elastica interna durchwandern, 
wurde als Modifizierung die trennende Membran, ein Polycarbonat-Filter mit 8µm 
Porengröße (Nucleopore, Pleasanton, USA), mit Matrigel (Becton Dickinson, 
Heidelberg, Deutschland) bestehend aus Laminin, Kollagen IV, Entactin und 
Heparansulfat als Basalmembran-Äquivalent überschichtet.  
Zellkulturmedium DMEM (10% FCS) wurde mit ECM konditioniert und in das untere 
Kompartiment der Boyden-Kammer gefüllt. Polycarbonatfilter (Nucleopore, 
Pleasanton, USA) dienten als Trennung von oberem und unterem Kompartiment. 
Zusätzlich diente Matrigel als Basalmembran-Äquivalent. Kommerziell erworbenes 
Matrigel wurde hierzu im Verhältnis 1:3 auf Eis mit Aqua bidest verdünnt und in einer 
Menge von 52µl auf den Filter aufgetragen. Dies entspricht bei ein Durchmesser von 
13mm einer Dicke von ca. 40µm. Zur Verfestigung des Matrigels wurde es danach für 
ca. 30 Minuten bei 37°C, 95% Raumluft und 5% CO2 inkubiert.  
Dem oberen Kompartiment wurden die Zellsuspensionen in einer Dichte von 2x105 /ml 
zugefügt. Dazu wurden die Zellen mit 0,05% Trypsin, 0,04% EDTA in PBS von der 
Kulturflasche gelöst, bei 1000 U/min zentrifugiert, in DMEM/Nut.Mix F-12 ohne FCS 
resuspendiert, ausgezählt und mit der nötigen Menge DMEM/Nut.Mix F-12 ohne FCS 
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aufgefüllt, um die gewünscht Dichte zu erhalten. 800µl dieser Suspension wurde nun 
in den oberen Aufsatz gefüllt und für 4h bei 37°C inkubiert.  
Nach 4 Stunden wurden die Filter der Kammer entnommen, und die Oberseite 
mechanisch von Zellen befreit, wodurch die Auszählung der Muskelzellen, die durch 
Matrigel und Filter gewandert waren, erleichtert wurde.  
Die Filter wurden in Methanol (30-60 sec.) fixiert und für jeweils 30-45 sec. zuerst in 
Eosinlösung, dann in Hämatoxilin gefärbt. Zur Auswertung wurden jeweils 3 Filter auf 
einen Objekträger gelegt, und die Zellen in 5 Gesichtsfeldern an der Unterseite des 
Filters bei 200facher Vergrößerung unter dem Mikroskop ausgezählt.   
 
unteres Kompartiment
(210 konditioniertes Medium) µl 
oberes Kompartiment
(800  µl Zellsuspension)
Matrigel
Polycarbonatfilter (8µm Poren)
 
Abb.5: Schematische Darstellung der Boydenkammer 
 
2.3 RNA-Isolierung und reverse Transkription 
 
RNA-Isolierung 
 
Zur Isolierung der Gesamt-RNA wurde das Qiagen-Rneasy-Kit (Qiagen N.V., Venlo, 
Niederlande) verwendet. Des weiteren fanden neben Latex-Einmalhandschuhen nur 
Glas- und Plastikmaterialien der Kategorie RNAse-frei Einsatz. Zur Vorbereitung 
wurde das Zellmedium aus der  Kulturflasche gesaugt und diese mit PBS gespült, um 
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freie Zellbestandteile und Verunreinigungen zu entfernen. Die Zellen wurden 
mechanisch mittels Zellschaber von der Innenseite der T75-Kulturflasche gelöst und in 
1ml PBS aufgenommen. Nach Zentrifugation und Dekantierung des Überstandes 
wurde der Lyse-Puffer RLT hinzugefügt, und das Gemisch homogenisiert und wenige 
Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 70% Ethanol wurde das Lysat durch die Rneasy-
spin-column zentrifugiert. Es folgten 3 weitere Waschschritte mit Puffer RW1 und RPE, 
bevor die RNA in RNAse freiem Wasser aufgenommen wurde. Mit dieser Methode 
wird RNA mit einer Größe von mehr als 200 Nukleotiden isoliert und zugleich 
angereichert, da kleinere RNAs, die in der Zelle ca. 20% der Gesamt-RNA 
ausmachen, nicht quantitativ gebunden werden.  
 
Reverse Transkription 
 
Zuerst wurde eine der Gesamt-RNA komplementäre 32Phosphor(P)-strahlenmarkierte 
cDNA mit Hilfe eines sich auf dem Array befindlichen Gen-spezifischen (coding 
sequences) CDS-Primer-Gemisches, Moloney-Maus-Leukämie-Virus-Reverse 
Transkriptase (MMLV), [α-32P]dATP, DTT(100mM), 10 x dNTP und 5 x Reaktions-
Puffer (Clontech, Palo Alto, USA) hergestellt. Bei einer Temperatur von 70°C wurden 
10µg der gesamt-RNA zusammen mit dem CDS-Primergemisch (das alle auf dem 
Array befindlichen Gene beinhaltet) inkubiert und durch Zugabe von MMLV-Reverser 
Transkriptase, Nukleotiden, [α-32P]-markierten Nukleotiden und DTT (100mM) bei 
50°C für 25min in entsprechende cDNA umgeschrieben. Die Zugabe von 0,1M EDTA 
(pH 8,0) und 1 mg/ml Glycogen beendete die Reaktion. Um die so hergestellte cDNA 
von nicht in der Reaktion verbrauchten strahlenmarkierten Nukleotiden und 
unspezifischen cDNA-Fragmenten (<100bp) zu befreien,  wurde sie in einem 
anschließenden Schritt mit einer Chroma Spin-200 DEPC-H2O–Säule gereinigt und 
schließlich die spezifische Radioaktivität gemessen, die bei 0,5-1 x 106 cpm/ml lag. 
  
2.4 cDNA Expressions-Array 
 
Quantifizierung der Genexpression 
 
Um feststellen zu können, ob ein Gen vermindert oder vermehrt in einer Zelle 
exprimiert wird, müssen interne Standards herangezogen werden. Würde man die aus 
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zwei verschiedenen Phänotypen gewonnenen cDNA-Mengen eines jeden Gens 
(complementary/copy Desoxyribonukleinsäure) miteinander vergleichen, ohne einen 
solchen Standard zu verwenden, könnte man keine Aussage über die tatsächliche 
Relation, in der beide zueinander stehen, treffen. Von einigen Genen weiß man, dass 
sie konstitutiv aktiv exprimiert werden, d.h. es handelt sich um Strukturgene, die 
kontinuierlich aktiv sind und deren Expression weitgehend unreguliert ist. Sie sind 
hauptsächlich für die Aufrechterhaltung des Energie- und Stoffwechselhaushaltes 
wichtig. Interner Standard heißt in diesem Fall, dass das Verhältnis der cDNA jedes 
Gens oder Protein-Menge immer auf das Verhältnis der Expression eines dieser Gene 
bezogen wird (Korrekturfaktor oder Normalisierung). Beispiel: In einer Messung ergibt 
sich eine 2fach größere cDNA-Menge für ein konstitutiv exprimiertes Gen in der Probe 
eines Phänotyps. In diesem Fall müssen die ermittelten Signalstärken aller 
untersuchten Gene desselben Phänotyps durch 2 geteilt werden, um sie mit Menge 
der anderen Probe vergleichbar zu machen.    
Su et al. konnten in einer ihrer Arbeiten nachweisen, dass die Expression von ß-Aktin 
in Kultur nicht abhängig vom Phänotyp der Muskelzelle54 ist. Diese Tatsache konnte 
mit aus den für diese Arbeit verwendeten VSMCs mittels einer Western-Blot Analyse 
bestätigt werden. 
Aus diesem Grund ist ß-Aktin ein geeignetes Gen-Produkt, um im Rahmen dieser 
Arbeit als interner Standard verwendet werden zu können. 
 
cDNA Expressions-Array 
  
Das Wort Array stammt aus dem Englischen und bedeutet in seiner Grundform 
ursprünglich nur Reihe. Mit der Einführung von Computern entwickelte sich daraus 
auch seine Bedeutung als Datenansammlung, die mit Hilfe geeigneter Programme 
ausgewertet werden kann.   
Das Funktionsprinzip eines Mircroarray beruht auf der Basenpaarung von 
komplementären Nukleinsäuresequenzen. Auf einem Trägersubstrat werden dabei 
von einigen wenigen bis zu etlichen tausend dieser Sequenzen in Form von kleinen 
nur wenigen µm² großen Punkten (spots) immobilisiert. Das Trägermaterial kann eine 
Glasplatte oder eine Nylonmembran sein. Die immobilisierte DNA wird auch Proben-
DNA genannt. Die so hergestellten so genannten DNA-Chips kann man nun nutzen, 
um sie mit unterschiedlicher vorher radioaktiv- oder fluoreszenz-markierter DNA 
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(Target-DNA)  zu hybridisieren. Danach wird unspezifisch gebundene Nukleinsäure 
abgewaschen, und die Signalstärke mit entsprechenden Scannern ermittelt. 
Tausende von Einzelreaktionen werden auf diese Weise auf einer Fläche der Größe 
einer Kreditkarte parallel durchgeführt und einer weiteren Analyse zugängig gemacht. 
Ein Mikroarray ist so eine geeignete Möglichkeit in kurzer Zeit (zwischen Versuch und 
Auswertung liegen meist nur wenige Stunden bis Tage) sehr viele Gene zu 
untersuchen und große Datenmengen zu sammeln.   
Die Anwendungsgebiete solcher DNA-Arrays sind dabei sehr vielfältig: Die 
Identifikation komplexer genetischer Krankheiten, von Mutationen oder 
Polymorphismen, anhand derer z.B. individuelle Therapiemaßnahmen und 
Medikamente je nach genetischem Profil des Patienten entwickelt werden können 
(Pharmako-/Toxicogenomik). Weiter ermöglicht es, Aussagen über differentielle 
Genexpression verschiedener Geweben, derselben Gewebe zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten oder Gesundheitszuständenzu treffen. Hierzu werden medizinische 
Expressions-Arrays verwendet, die zwar weniger Gene beinhalten, die dafür aber mit 
mehreren hundert oder tausend Basenpaaren umfassenden Oligonukleotiden kodiert 
sind, was diese sehr genspezifisch macht. Außerdem werden DNA-Chips eingesetzt 
um resistente Bakterien, Virenstämme oder Varianzen einzelner Genkomplexe zu 
entdecken. 
Der verwendete cDNA Mikroarray von Clontech besteht aus zwei gleichartigen 
Nylonmembran-Arrays des Typs Cardiovascular. Hierauf sind ca. 600 verschiedene 
genspezifische cDNA-Fragmente (die Fragmente sind 200-600 Basenpaare lang und 
aus Regionen der Gene außerhalb des 3` Bereichs gewonnen) aufgebracht. Die 
Target-cDNA, die per reverser Transkription aus der zu untersuchenden Zell-mRNA 
gewonnen wird, ist mittels 32P-Nukliden radioaktiv markiert. Die Menge der 
hybridisierten cDNA kann dann mittels Phosphoimager-Scanner oder über die 
Belichtung einer Röntgenplatte mit folgender optischer Auswertung ermittelt werden. 
Alternativ kann die cDNA mit Farbstoffen wie Cy3 und Cy5 markiert werden, deren 
Intensitäten per Laser-Scanner erfasst werden. 
 
Für das Experiment wurde die gereinigte cDNA nach einem Denaturierungsschritt mit 
einer Lösung aus 1mM NaOH und 10mM EDTA mit nachfolgender Neutralisation (1M 
NaH2PO4) zusammen mit ExpressHyb und Lachshoden-DNA (Clontech, Palo Alto, 
USA) bei 68°C über Nacht auf der Array-Nylon-Membran hybridisiert. Die Membranen 
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wurden anschließend drei Mal für 20 Minuten mit 2 SSC, 1% SDS bei 68°C, 
nachfolgend zwei Mal mit 0,1 x SSC, 0,5% SDS bei 68°C gewaschen. Die markierte 
cDNA beleuchtete anschließend einen Röntgenfilm, der mit 300 DPI bei 256 
Graustufen eingescannt und mit Hilfe der Atlas-Image Software (Clontech, Palo Alto, 
USA) Version 1.0.1 ausgewertet wurde. 
  
2.5 Western-Blot und ELISA 
 
Für die Western-Blot Versuche wurden 2-5 x 105  Zellen beider VSMC-Phänotypen mit 
einem Zellspatel aus den Kulturflaschen entfernt und in 400µl Lysis-Puffer [50mM Tris-
HCl, pH 7,5, 150mM NaCl, 1% NP 40, 0,5 % Desoxycholat und Proteinase Inhibitor 
Cocktail (Roche, Mannheim, Deutschland)] aufgenommen. Nach 15 Minuten schütteln 
wurde das Lysat 5 Minuten bei 12.000 g und 4°C zentrifugiert. Die 
Proteinkonzentration des Überstandes wurde daraufhin mittels eines BCA Protein 
Assays (Pierce Biotechnology, Rockford, USA) bestimmt.  
Für den Blot wurden 7µg Protein in Lämmlis-Puffer resuspendiert und für 3 Minuten bei 
95°C gekocht, um danach in einer Elektrophoresekammer mit 12% Polyacrylamidgel 
(Biorad, Hercules, USA) bei einer angelegter Spannung von konstant 200V getrennt zu 
werden.  
Der Blot erfolgte auf eine PDVF-Membran in Tris-Glycin-Methanol-Puffer für 60 
Minuten bei konstant 400V in einer Halb-Trocken-Blotting-Kammer (alles Biorad, 
Hercules, USA). Nach Entnahme aus der Kammer wurde die Membran in PBS mit 
5%BSA blockiert. Nach 3 maligem Waschen mit 20mM Tris-Puffer (unter Zugabe von 
150mM NaCl und 0,01% NP40) wurde die Membran mit den primären Antikörpern 
(Oncogene Reseach Products, San Diego, USA) im Verhältnis 1:100 für 2 Stunden 
inkubiert. Danach wurde die Membran mit dem sekundären Antikörper [Peroxidase-
konjugierte Ziegen anti-Kaninchen IgG (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA)] für eine weitere 
Stunde inkubiert und anschließend mit Sigma Fast DAB Metal Enhancer Tablets 
(Sigma-Aldrich, St.Louis, USA) sichtbar gemacht.  
Um die MMP-Konzentration im Lysat zu messen, wurde ein enzyme-linked 
immunoassay (ELISA) mittels eines MMP-ELISA Kits (Amersham, Piscataway, USA) 
durchgeführt. 
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2.6 Datengewinnung und Analyse 
 
Ein DNA-Mikroarray produziert große Datenmengen, die auf effektive Weise 
gesammelt, ausgewertet und in Datenbanken abgelegt werden müssen.  
Die während dieses Experiments gewonnen Daten sollen weniger Aufschluß darüber 
geben, welche Gene von VSMC exprimiert werden, sondern vielmehr welche Gene 
differentiell d.h. welche Gene vermehrt oder vermindert zwischen den Phänotypen 
exprimiert werden.  
Zwei gleichartige Mikroarrays werden mit unterschiedlicher cDNA hybridisert. Man 
erhält unabhängig von Markierungs- und Scanmethode zwei Bilder (A und B) auf 
denen unterschiedlich signalstarke Punkte zu erkennen sind. Die Punkte geben 
Aufschluß darüber, ob eine Hybridisierung stattgefunden hat oder nicht. Die Größe 
bzw. die Intensität eines jeden Punktes auf den beiden Arrays wird mittels geeigneter 
Software ermittelt und in Verhältnis zueinander gesetzt. Dieses Verhältnis wird 
zusätzlich durch den internen Standard (das Verhältnis eines konstitutiv exprimierten 
Gens) korrigiert. 
In den meisten Fällen sind die Intensitäten der Arrays nicht auf demselben Niveau. Es 
kann durchaus vorkommen, dass Array A durchweg höhere Signalstärken für jedes 
Gen aufweist als  Array B oder umgekehrt. Dies kann an der unterschiedlichen 
Effizienz der durchgeführten reversen Transkription , aber auch an verschieden langen 
Inkubationszeiten, unterschiedlichen Affinitäten oder anderen äußeren Faktoren 
liegen. Eine Korrektur nach folgendem Muster wird notwendig: 
 
Trägt man die Intensität des Arrays A (x) gegen die Intensität des Arrays B (y) auf, so 
ergibt sich optimalerweise die Gleichung 
y = x  
 
Im allgemeinen muss man allerdings einen korrigierenden Faktor c in die Gleichung 
einbeziehen, um die verschiedenen Signalintensitäten auszugleichen.  
  
y = cx  
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Darüberhinaus wird die Intensität des Hintergrundes beider Arrays bestimmt (ha und 
hb), d.h. die Intensität des Signals an nicht DNA-tragenden Stellen wird erfasst. Die 
Werte, die für jedes einzelne Gen erhalten wurden, werden entsprechend mit 
zugehörigem Hintergrund verrechnet: 
  
y-hb = cx-ha   
y = cx-( ha-hb)  
    
 
Der Korrekturfaktor c wird in diesem Falle über ß-Aktin ermittelt. Da in früheren 
Versuchen schon gezeigt wurde, dass die Menge der mRNA von ß-Aktin in VSMC 
unhabhängig von ihrem Phänotyp exprimiert wird, kann es als interner Standard 
dienen10,53. Diese Korrektur nennt man auch Normalisierung. 
Von jedem Gen, dass auf oder in der Nähe dieser Geraden liegt, kann nun 
angenommen werden, dass es in gleichem Maße in beiden untersuchten Geweben 
exprimiert wird. Im Gegensatz dazu stehen die Gene, deren Punkte weit von dieser 
Geraden entfernt sind. Sie werden je nach Lage ober- oder unterhalb der Geraden in 
dem einen Gewebe verstärkt oder vermindert gebildet.  
 
ß-Aktin
A
B
h -ha b
c
a
b =Δ
Δ
 
Abb.6: Intensitätsdaten eines 2-Proben Arrays. Die Intensitäten jedes Gens auf 
Array B werden gegen die Intensitäten auf Array A aufgetragen. Die Linie stellt 
die Normalisierung an ß-Aktin dar. Alle auf dieser Linie befindlichen Gene 
werden in gleichem Maß exprimiert, darüberliegende vermehrt in B, 
darunterliegende vermehrt in A.  
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Diese Art der Analyse hat allerdings auch seine Grenzen. Die Mikroarray Daten 
können auch von dieser Geraden abweichen und einen gekrümmten Verlauf nehmen. 
Dies geschieht durch den Einfluß nicht-linearer Effekte, z.B. Sättigungseffekte bei sehr 
hoher Signalstärke, wenn die Menge der auf dem Array gespotteten DNA nicht 
ausreicht, um genügend cDNA der Probe zu hybridiseren. Auch die Kamera oder der 
Scanner können das Ergebnis beeinflussen, indem sie bei besonders schwachen 
Signalstärken das Bild sättigen oder bei extrem starken die Intensität schwächen55. 
Diese Probleme stellen z.Zt. ein großes Forschungsgebiet der Bioinformatik dar. 
 
2.7 Quantitative RT-PCR / Light-Cycler (Roche) 
 
Die aus dem Array-Experiment gewonnen Daten bedürfen der Verifizierung durch 
mindestens eine andere Form der Quantifizierung. Dies resultiert aus der 
Ungenauigkeit und nicht exakten Reproduzierbarkeit der Array-Daten. Hierzu wurde 
eine Echtzeit-PCR mittels Light-Cycler-Systems der Firma Roche benutzt.  
Vor Beginn der quantitativen Untersuchungen wurden konventionelle RT-PCRs 
durchgeführt. Dazu wurde 2µg der in der RNA-Isolierung gewonnenen RNA beider 
Phänotypen per Reverser Transkription in cDNA umgeschrieben.  
2 µg RNA, 4µl 1st Strand Buffer (Gibco), 2µl DTT(0,1M), 1µl 10mM dNTPs und 1µl 
dN6 (unspezifische Primer) wurden auf 19µl aufgefüllt und 5 Minuten bei 70°C 
denaturiert. Nach Abkühlen wurde 1µl Superscript Plus (Gibco) hinzugefügt und ca. 60 
Minuten bei 37°C inkubiert. Danach wurde wahlweise ein Verdau für 30 Minuten bei 
37°C mit RNAse durchgeführt. 
Vor der Durchführung der Experimente mit dem Roche-Light-Cycler System wurden 
die von Clontech nach Auswertung der Array-Daten erworbenen genspezifischen 
Primer in einer konventionellen PCR getestet. 1-5µl der cDNA, 1µl forward-Primer, 1µl 
reverse Primer, 10µl 10x PCR-Puffer, 1µl Nukleotide, 1µl Taq-Polymerase auf 100µl 
aufgefüllt wurden folgendem PCR-Programm unterzogen: 25-40 Zyklen á 30s bei 94°C 
(Denaturierung), 2min bei 68°C (Amplifikation) und einen Abschluss für 5min bei 68°C.  
Die Produkte wurden mittels Elektrophorese in 1,8% Agarose-Gel getrennt und mit 
Ethidiumbromid gefärbt. Es erfolgte eine fotografische Dokumentation (Herolab, 
Wiesloch, Deutschland) auf der Floureszenzbank (MWG Biotech, Ebersberg, 
Deutschland) bei einer Wellenlänge von 312nm.  
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Wurde durch die konventionelle PCR ein distinktes Amplifikationsprodukt erzeugt, 
folgte die Quantifizierung in einem Roche-Light-Cycler-Systems. Dieses ist ein 
System, das eine Rapid-PCR mit einer Echtzeit-Mengenbestimmung des Produktes 
dieser PCR kombiniert. 
Die PCR im Light-Cycler unterscheidet sich von einer konventionellen PCR dadurch, 
dass das Mengen-Oberflächenverhältnis der Proben äußerst günstig ist (20µl 
Kapillaren) und das Gerät große Temperaturunterschiede innerhalb kurzer Zeit in der 
PCR-Kammer erzeugen kann. Dies wird durch die Verwendung von Luft als Heiz- bzw 
Kühlmedium erreicht. So kann eine Amplifikation, die unter konventionellen 
Bedingungen Stunden dauert, innerhalb einer halben Stunden ausgeführt werden.  
 
20µl Kapillaren
Lüfter/Ventilator
Motor
Karussel
PCR-Kammer
Heizspule
Lufteinzug
Luftauslaß
Detektoreinheit
 
Abb.7: Schematische Darstellung des Roche Light-Cycler Systems (nach Roche LC-Manual 3.0) 
  
Die Quantifizierung erfolgte mittels Detektoren, die nach jedem Amplifikationszyklus 
der PCR die Fluoreszenz innerhalb der Versuchskapillare bestimmen. Fluoreszierend 
wirkt dabei der Farbstoff Sybr-Green I, der spezifisch an der kleinen Furche 
doppelsträngiger DNA bindet. Je mehr DNA vorliegt, desto höher ist das Signal, das 
detektiert wird. Aus dem Zeitpunkt des exponentiellen Signal-Anstiegs, der während 
der PCR eintritt (mit jedem Amplifikationsschritt wird unter optimalen Bedingungen die 
Menge der resultierenden DNA verdoppelt), kann dann Rückschluß auf das 
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Ausgangsverhältnis zwischen der cDNA der invasiven und nicht-invasiven Zellen 
gezogen werden.   
Nach Ermittlung der optimalen Bedingungen wurden für die PCR 1 bis 3µl cDNA, 1 bis 
2,4µl 25mM MgCl2, 0,5µl forward und reverse Primer und 2µl SybrGreen I-Mix 
verwendet und auf 20µl aufgefüllt.  
Folgendes Programm wurde benutzt: 30 sec. initiale Denaturierung bei 95°C, danach 
40 Zyklen á 3 Sekunden bei 95°C, 5 Sekunden bei 57°C-60°C, 16 Sekunden bei 72°C 
(Amplifikation). Nach jeder Amplifikation wurde die Fluoreszenz der Proben bei 82°C 
gemessen. Alle Temperaturänderungen wurden mit einer Geschwindigkeit von 20°C/s 
durchgeführt.  
Den Amplifikationszyklen folgte ein Zyklus, bei dem von 65°C kontinuierlich mit 0,1°C/s 
die Temperatur bis 95°C bei ständiger Messung der Fluoreszenz erhöht wurde. Es 
resultiert eine so genannte Schmelzkurve. Bei niedrigen Temperaturen erhält man ein 
hohes Fluoreszenzsignal, bei steigender Temperatur und damit verbundener 
Denaturierung der DNA, kommt es zu einem Abfall der Fluoreszenz. Jedes DNA-
Fragment hat dabei einen spezifischen Schmelzpunkt. In der ersten Ableitung dieser 
Kurve zur Temperatur zeigen einheitliche Produkte einen distinkten Anstieg, befinden 
sich mehrere DNA-Produkte in der Lösung, so erkennt man dort Artefakte.  
Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe der Light-Cycler-Software 3.0 
(Roche). 
Die Versuche wurden mit mindestens 2 verschiedenen Proben invasiver und nicht-
invasiver  Phänotypen durchgeführt.  
 
2.8 Cluster Analyse 
 
Ziel der Cluster Analyse ist die Gruppierung von Genen, die ähnliche Eigenschaften 
besitzen. Im Falle des cDNA-Mikroarrays bedeutet dies eine Zusammenfassung von 
Genen, die ähnlich hoch exprimiert sind und vergleichbar bezüglich ihrer vermehrten 
oder verminderten Expression auf die phänotypische Änderung der VSMC, reagieren. 
Durch das Clustering wird versucht die große Anzahl von Datenwerten auf wenige 
Gruppen zu beschränken, d.h. die Dimensionalität des Systems zu verringern.  
 
Allgemein unterscheidet man eine überwachte, interaktive (supervised) von einer 
unüberwachten, selbständigen (unsupervised) Cluster-Analyse. Während bei der 
überwachten Daten-Analyse die Gruppen durch bereits in Test-Reihen ermittelten 
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Werten vorgegeben sind und auf diese Weise versucht wird, Ergebnisse zukünftiger 
Tests diesen Gruppen zuzuordnen, werden bei der unüberwachten Daten-Analyse 
diese Gruppen erst durch die ermittelten Datenwerte erhoben.  
Unüberwachte Analysen können hierarchisch oder gruppiert geordnet sein. 
Hierarchisch bedeutet, dass die Daten in einem Dendogramm oder einer Baumstruktur 
platziert werden, wo jeder Wert zu unterst einem eigenen Cluster zugeordnet wird und 
mit jeder höheren Ebene mit anderen Werten zusammengefasst wird, bis sich 
schlussendlich alle ermittelten Werte in einem Cluster befinden. Werden die Daten 
gruppiert, so ordnet man die Werte nach vorher festgelegten Clustern.  
Verwendet wurde ein K-Mittelpunkt Cluster-Algorithmus (EPCLUST-DNA, Mikroarray-
Analyse Software Version 0.9.20 des European Bioinformatics Institute) mit der 
Vorgabe von 9 (=K) Clustern. Durch den K-Mittelpunkt Algorithmus werden die 
Vektoren der Gene, die dem Clustermittelpunkt am nächsten liegen, dem 
entsprechenden Cluster zugeordnet (siehe Abb. 8). Wählt man zu viele Cluster, so 
können zusammengehörige Gene in verschieden Cluster geraten, wählt man zu 
wenige, so gelangen Gene ohne Gemeinsamkeiten in eine Gruppe.  
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Abb.8: Prinzip der Cluster-Analyse: Nahe zusammenliegende Punkte besitzen ähnliche Eigenschaften 
Der  d-dimensionaler Raum (hier d=2) wird in K Cluster (k=3) unterteilt. Der K-Mittelpunkt Algorithmus 
verwendet die Euklidischen Eigenschaften des Vektor-Raumes und berechnet die Lage des 
Clustermittelpunkts und ordnet diesem die Vektoren der Einzelwerte zu, die dem Mittelpunkt am nächsten 
liegen. Dies wird so lange wiederholt, bis sich die Zuordnung stabilisiert, oder eine vorgegebene Anzahl 
von Berechnungen durchgeführt wurde56,57. 
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2.9 Statistik  
 
Ein Signifikanztest ist ein statistisches Entscheidungsverfahren zur Entscheidung 
zwischen zwei Hypothesen: Der Nullhypothese H0 gegenüber der Alternativhypothese 
H1. 
Der P-Wert ist unter der Annahme einer Nullhypothese H0  die Wahrscheinlichkeit 
(Signifikanzwahrscheinlichkeit) für eine gegebene (beobachtete) experimentelle 
Stituation. Ist diese Wahrscheinlichkeit, die, entsprechend dem Vorwissen und der 
Problemlage als Evidenzmaß für die Glaubwürdigkeit der H0  der gerade hier 
vorliegenden Daten aufzufassen ist, klein, so lässt sich H0  ablehnen; diese Prozedur 
wird Signifikanztest genannt. Signifikant wurden P-Werte angesehen, die kleiner als 
0,05 waren. 
Light-Cycler 
Aus der RT-PCR erhält man einen an ß-Aktin gemittelten Faktor, der das Verhältnis 
der Fluoreszenzintensität zwischen der cDNA invasiver und nicht-invasiver Zellen 
wiedergibt. Erstere wurde jeweils in den Zähler, letztere in den Nenner gesetzt. 
invasiv)(nicht
invasiv
I
Ir
−
= )(  
Werte die kleiner sind als eins bedeuten folglich, dass das betreffende Gen in nicht-
invasiven Zellen verstärkt exprimiert wird, wohingegen Werte größer 1 entsprechend 
zeigen, dass der invasive Phänotyp das Gen verstärkt exprimiert.  
Ob sich der Mittelwert der ermittelten Werte (X ) jedes einzelnen Gens statistisch 
signifikant von 1(μ0 ), also der gleich hohen Expression beider Zelltypen, 
unterscheidet, wurde mit Hilfe eines Einstichproben-t-Tests gezeigt.  
 
Boyden-Kammer 
 
Aus dem Boyden-Kammer-Experiment erhält man 2 voneinander unabhängige 
Stichproben: die Zellzahlen auf der Unterseite der Filter der invasiven und nicht-
invasiven Zellreihe.  
Zur Testung der statistischen Signifikanz wurde der ungepaarte Zweichstichproben t-
Test verwendet. Geprüft wurde die Nullhypothese µ1=µ2 , d.h. es kann kein 
Unterschied der Mittelwerte beider Invasionsversuche festgestellt werden58.  
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Alle Berechnungen und Darstellungen wurden mit Statview 5.0 (SAS, Cary, USA), 
XLSTAT-Pro 6.1 Addin für MS Excel (Addinsoft, New York, USA) und Microsoft 
Excel (Mircrosoft Corp., Redmont, USA) ausgeführt und erstellt. 
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3 Ergebnisse  
 
3.1 Charakterisierung der Phänotypen glatter Gefäßmuskelzellen 
 
Um das Invasionspotential der in der Zellkultur induzierten Phänotypen zu testen, 
wurde die modifizierte Boyden-Kammer verwendet. Hier konnte gezeigt werden, dass 
sich der quieszente Phänotyp signifikant hinsichtlich seiner migratorischen und 
invasiven Eigenschaften vom proliferierenden Phänotyp unterscheidet (p<0,05). Die 
Fähigkeit der proliferierenden Zellen in der Boyden-Kammer zum einen durch Invasion 
in die Matrigelschicht einzudringen und sowohl Matrigel als auch Nucleopore-Filter 
durch Migration zu durchqueren, war im Gegensatz zu den quieszenten Zellen um ein 
Vielfaches erhöht. In den Versuchen spielte es keine Rolle, ob Endothelzell 
konditioniertes Medium (ECM) oder PDGF als Chemoattraktanz verwendet wurde. Es 
konnte kein signifikanter Unterschied bezüglich der Invasionsinduktion beider Medien 
festgestellt werden (p>0,05). (Abb.10) 
In den Boyden-Kammer Experimenten konnte gezeigt werden, dass diese 
Muskelzellen 2 voneinander klar abgrenzbare Phänotypen darstellen. Aus den 
proliferierenden Zellen ging ein hoch invasiver, migrierender Phänotyp hervor im 
Gegensatz zu den quieszenten Zellen, die nur geringe Tendenz zeigten, die 
Basalmembranschicht zu durchqueren. Nur Zellen, die ein differentiertes 
Migrationspotential besaßen, wurden für die weiteren Experimente verwendet und 
werden im folgenden als nicht-invasive bzw invasive VSMC bezeichnet.  
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Abb.9: Balkendiagramm zu den Ergebnissen der Boyden-Kammer Versuche. Die Boyden-Kammer 
Versuche wurden mit VSMC, die wie oben angegeben kultiviert  wurden, durchgeführt. Ruhende und 
Proliferierende Zellen wurden jeweils mit PDGF und Endothelzell-konditioniertem Medium als 
Chemoattraktanz getestet. ECM und PDGF haben eine vergleichbare Wirkung auf die Migration von VSMC. 
Der proliferierende Zelltyp zeigt in beiden Fällen eine mehrfach höhere Fähigkeit zur Invasion und 
Migration. 
3.2 Analyse und funktionelle Klassifikation der differentiellen 
Genexpression   
 
Nach Extraktion der Gesamt-RNA aus beiden Phänotypen und radioaktiver 
Markierung durch reverse Transkription wurden die Proben auf die Mikroarrays 
hybridisiert und diese im darauf folgenden Schritt auf einem Röntgenfilm belichtet. 
Die Ergebnisse wurden durch die Atlas-Image-Software 1.0.1 analysiert. Im Laufe 
dieser Analyse wurden manuell jene Gene aus dieser Analyse entfernt, die auf Grund 
von Kratzern oder kleinen Flecken auf der Membran kein eindeutiges Signal zuließen.  
ß-Aktin diente als interner Standard. Nur Gene mit mindestens 1,5 fachem Unterschied 
in ihrer Expressionsstärke wurden in Betracht gezogen. 
Da die Linearität der Expressionsanalyse in niedrigen Signalstärken verloren geht, 
wurden auch die Gene ignoriert, deren Signalstärke einen von der Software 
vorgegebenen Schwellenwert nicht erreichten.  
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 Abb.10a: Mikroarray nach Hybridisierung mit cDNA nicht-invasiver VSMC (Scan 
mit 1200 dpi bei 256 Graustufen) 
 
 
 Abb.10b: Mikroarray nach Hybridisierung mit cDNA invasiver VSMC (Scan mit 1200 dpi bei 
256 Graustufen). Die Auswertung erfolgt jeweils ohne das hier gezeigte Raster. 
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Von den 588 Genen, die auf der Nylonmembran präsent sind, konnten folgende als 
differentiell exprimiert identifiziert werden:  
 
Intensität 
nicht-invasiver VSMC
Intensität 
invasiver VSMC Gen
Verhältnis 
Invasiv/nicht-invasiv
2110 0 Atriales natriuretisches Peptid Rezeptor B (ANPB) *
3268 0 Alpha E-catenin *
4818 307 Amylo-1,4->1,6 Transglucosylase 0.1
7068 876 T-Zell-spezifisches Rantes Protein 0.1
8886 1186 Östrogen-verwandter Rezeptor Alpha 0.1
10752 1504 Prostaglandin G/H Synthase 1 0.1
6722 1304 GAP junction alpha-1 Protein 0.2
10658 1646 Macrophagen scavenger Rezeptor I & II 0.2
11052 1903 Koagulationsfaktor X 0.2
15694 3572 Monozyten – Chemotaktisches Protein 1 (MCP1) 0.2
15968 3687 Natrium/Kalzium Austauscher 1 0.2
12256 2993 Lipoprotein-assoziierter Koagulations-Inhibitor 0.2
19262 4082 HLA class I Histokompatibilitäts Antigen C-4 alpha (HLAC) 0.2
10434 3188 Caveolin 3 0.3
10962 3273 Thrombospondin 2 (TSP2) 0.3
21170 5589 Extrazellulär Superoxide Dismutase (EC-SOD) 0.3
12960 3695 Zytosolische Acetoacetyl-Koenzyme A Thiolase 0.3
24956 7195 HDL-bindendes Protein 0.3
15406 4462 Mevalonat Pyrophosphat Decarboxylase (MPD) 0.3
17008 5284 Prothrombin, Faktor II 0.3
12554 5336 TIMP3 0.4
14342 5366 AAMP 0.4
10944 4025 Steroid 5-alpha Reduktase 1 0.4
23962 10301 Matrix Metalloproteinase 2 (MMP2) 0.4
19092 9344 Ubiquitin 0.5
23154 11270 TIMP2 0.5
41802 19967 Gehirn spezifische Tubulin alpha 1 Untereinheit (TUBA1) 0.5
41856 20057 Endothel Actin-bindendes Protein (ABP-280) 0.5
14308 7043 NADH-Cytochrome B5 Reduktase 0.5
30286 15533 Prokollagen 3 alpha 1 Untereinheit (COL3A1) 0.5
45862 23738 Vimentin (VIM) 0.5
15508 8090 Zytochrom P450 VIIIA1  (CYP8A1) 0.5
21826 11887 Annexin VI (ANX6) 0.5
6358 3238 Integrin beta 1 0.5
4392 2678 Vinculin 0.6
48102 30016 40S ribosomales Protein S9 0.6
52826 34251 Prokollagen 1 alpha 2 Untereinheit 0.6
4110 2595 VEGF beta 0.6
2822 1801 Farnesyltransferase beta 0.6
55230 37150 Fibronektin 0.6  
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56064 74195 TIMP1 1.3
6154 9042 (tissue-type) Plasminogen Aktivator (TPA) 1.5
17686 26858 TFPI 2 1.5
4716 7428 PAI2 1.6
692 1094 Kallikrein 1.6
43024 72001 PAI1 1.7
1040 2003 ECE 1 1.9  
 
Tab.1: Ergebnisse der Auswertung mittels Clontech Atlas Image Software. Neben den Namen der Genen 
finden sich die Signalintensitäten der Spots für die cDNA des nicht-invasiven sowie des invasiven 
Phänotypen auf dem Array inklusiver der Korrektur die durch die unterschiedliche Hintergrundintensität nötig 
wurde. Die letzte Spalte gibt das Verhältnis der beiden Signalstärken zueinander an.(* Da sich hier kein 
Signal auf Seiten der Invasiven Zellen ergab, konnte kein Verhältnis ermittelt werden.) 
Alle Gene auf dem Clontech Mikroarray wurden in funktionelle Gruppen unterteilt. 
Nach diesem Kriterium lassen sich die aus der Array-Analyse ermittelten Gene 
sortieren. Besonders Gene aus den Bereichen Koagulation, Extrazellularmatrix, 
Zelladhäsion und Metabolismus sind differentiell exprimiert.  
 
Koagulation:  
? t-PA (tissue-type plasminogen activator) 
? PAI-1 (plasminogen activator inhibitor 1) 
? PAI-2 (plasminogen activator inhibitor 2) 
? Gerinnungsfaktor 10 
? Fibrinogen B beta Polypeptid 
? Lipoprotein-assozierter Koagulations Inhibitor 
? Gerinnungsfaktor 2 (Prothrombin) 
? TFPI 2 (tissue factor pathway inhibitor) 
? Kallikrein 
 
Extrazellular Matrix-Proteine 
? MMP2 (Matrix Metalloproteinase 2) 
? TIMP3 (tissue inhibitor of metalloproteinase 3) 
? TIMP2 (tissue inhibitor of metalloproteinase 2) 
? FN (Fibronektin) 
? COL1A2 (Prokollagen 1 alpha 2 Untereinheit) 
? COL3A1 (Prokollagen 3 alpha 1 Untereinheit) 
 
Zelladhäsionsrezeptoren  
? alpha1 Catenin  
? Vinculin  
? Integrin beta 1 (FNRB)  
? AAMP (angio-associated migratory cell protein) 
? GAP junction alpha-1 Protein  
? Thrombospondin 2  
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Metabolismus 
? Diphosphomevalonatdecarboxylase  
? Prostaglandin G/H Synthase 1  
? Steroid 5-alpha Reduktase 1  
?  Amylo- 1,4>1,6 Transglucosylase / Branching-Enzym(GBE) 
? Farnesyltransferase beta (FT-ß) 
? Zytosolisches Acetoacetylcoenzym A Thiolase  
? Cytochrom P450 VIIIA1  
 
Extrazelluläre Kommunikation 
? Monozyten chemotaktisches Protein 1 (MCP1)  
? T-Zell-specifisches Rantes Protein  
? ECE-1 (endothelin-converting enzyme 1) 
? VEGF (vascular endothelial growth factor B)  
 
Stress-assoziierte Proteine 
? Zytosolische Superoxiddismutase 1 (SOD1)  
? Extrazelluläre Superoxiddismutase  
? NADH-Cytochrom B5 Reduktase  
? Superoxiddismutase 2  
 
andere 
? Endothelial Actin-bindendes Protein  
? Vimentin  
? Makrophagen Scavenger Rezeptor I & II  
? ANPB (atrial natriuretic peptide receptor type B) 
? Östrogen-verwandter Rezeptor alpha  
? Annexin VI  
? Caveolin 3  
? HDL-bindendes Protein (high-density lipoprotein-binding protein) 
? PTLP (Phospholipid Transfer protein precursor)  
? Natrium/Kalzium Austauscher 1  
? Ubiquitin  
? HLAC (HLA I Histokompatibilitäts Antigen C-4 alpha Untereinheit)  
? 40S ribosomales Protein S9  
? TUBA (Gehirn-spezifisches Tubulin) 
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Abb.11: Darstellung der Gene entsprechend ihrer funktionellen Gruppe und deren Häufigkeit abnehmend von 
links nach rechts 
3.3. Klassifikation der differentiellen Gene durch Cluster Analyse 
 
Für die Cluster-Analyse wurde ein K-Mittelpunkt Algorithmus verwandt. Die Anzahl der 
Cluster wurde auf 9 festgelegt.  
Die rein funktionelle Einteilung der Gene gibt Aufschluss darüber, welche 
Eigenschaften differentiell exprimierte Gene aufweisen. Die Cluster-Analyse vermag 
darüber hinaus, Gene mit ähnlichen Eigenschaften oder koregulierte Gene zu 
identifizieren. 6 Cluster beinhalteten Gene, die vermindert exprimiert wurden, 3 Cluster  
verstärkt exprimierte Gene.  
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Final cluster centers:
Cluster 1
Cluster 2
Cluster 7
Cluster 3
Cluster 4
Cluster 5
Cluster 6
Cluster 8
Cluster 9
74196.00
61830.00
49464.00
37098.00
24732.00
12366.00
0.00
 
Cluster 1 (n=5)   Cluster 4 (n=8)   
alpha-E-Catenin Adhäsion MMP2 (Matrix metalloproteinase 2) Extrazellulärmatrix 
Atriales natriuretisches Peptid Rezeptor B (ANPB) Rezeptoren TIMP2 (Tissue inhibitor of metalloproteinase 2) Extrazellulärmatrix 
Farnesyltransferase-beta Metabolismus Prokollagen 3 alpha 1  Extrazellulärmatrix 
Kallikrein Matrix Organisation TFPI2 (Tissue factor pathway inhibitor 2) Matrix Organisation 
Endothelin-converting Enzym Kommunikation HDL-bindendes Protein Transporter 
Custer 2 (n=7)   Annexin VI (ANX6) Modulatoren 
GAP junction alpha-1 Protein Adhäsion Extrazelluläre Superoxiddismutase (EC-SOD) Stress-Antwort 
Vinculin Adhäsion Ubiquitin   
Integrin-beta-1 Adhäsion Cluster 5 (n=4)   
Vascular endothelial growth factor B(VEGFB) Kommunikation Endothelial actin-bindendes Protein (ABP-280) Motilität 
T-Zell-spezifisches RANTES Protein Kommunikation Vimentin Motilität 
1,4-alpha-GBE Metabolismus 40S ribosomales Protein S9   
Östrogen-verwandter Rezeptor-alpha Rezeptoren Specific Tubulin alpha-1 (TUBA1)   
Cluster 3 (n=17)   Cluster 6 (n=2)   
Prostaglandin G/H Synthase 1 Metabolismus Prokollagen 1 alpha 2 (COL1A2) Extrazellulärmatrix 
Cytochrome P450 VIIIA1 (CYP8A1) Metabolismus Fibronektin Extrazellulärmatrix 
Zytosolische Acetoacetyl-Coenzyme A Thiolase Metabolismus Cluster 7 (n=2)   
Mevalonate Pyrophosphatdecarboxylase (MPD) Metabolismus tPA (Tissue-type plasminogen activator) Matrix Organisation 
Steroid 5-alpha Reduktase 1 (SRD5A1) Metabolismus PAI2 (Placental plasminogen activator inhibior 2) Matrix Organisation 
Lipoprotein-assoziierter Matrix organisierender Inhibitor Matrix Organisation Cluster 8 (n=1)   
Koagulationsfaktor X Matrix Organisation PAI1 (Endothelial plasminogen activator inhibito-1) Matrix Organisation 
Koagulationsfaktor II Matrix Organisation Cluster 9 (n=1)   
AAMP (Angio-associated migratory cell protein) Adhäsion TIMP1 (Tissue inhibitor of metalloproteinase 1) Extrazellulärmatrix 
Thrombospondin 2 (TSP2) Adhäsion   
Monozyten chemotaktisches Protein 1 (MCP1) Kommunikation   
Natrium-Kalzium Austauscher Transporter   
HLA Klasse 1 Histokompatibilitäts Antigen C4 alpha  (HLAC)   
Caveolin 3 Motilität   
Makrophagen Scavenger Rezeptor I & II (MSR1 & MSR2) Rezeptoren   
TIMP3 (Tissue inhibitor of metalloproteinase 3) Extrazellulärmatrix   
NADH-Cytochrom B5 Reduktase Stress-Antwort   
 
3.4 Verifikation der Array-Daten durch RT-PCR (Light-Cycler) 
 
Um die Array-Daten zu verifizieren, wurde auf das Light-Cycler-System der Firma 
Roche zurückgegriffen. Dieses System erlaubt die Quantifizierung auch kleiner DNA-
Mengen zweier unterschiedlicher Proben. Dabei wird nicht die absolute DNA-Menge 
bestimmt, sondern das Verhältnis zweier DNA-Mengen zueinander. Für jedes Gen 
wurden mindestens 4 Messungen mit 2 unterschiedlichen Proben cDNA invasiver und 
nicht-invasiver Zellen durchgeführt. 
Diese Ergebnisse wurden dann auf ß-Aktin standardisiert. Das bedeutet, dass unter 
der Annahme ß-Aktin sei in beiden Zelltypen gleich hoch exprimiert (siehe Kap. 2.4), 
das Verhältnis der ß-Aktin Konzentrationen in invasiven und nicht-invasiven Zellen als 
Korrekturfaktor für alle anderen gemessenen Gene dient.  
Abb.12: Die Cluster-Analyse wurde mit Hilfe 
eine K-Mittelpunkt Cluster Algorithmus 
(EPCLUST-DNA microarray expression data 
clustering and analysis software 0.9.20 des 
Europäischen Bioinformatik Instituts) 
durchgefürt. Nach Einteilung des 
Vektorraumes in 9 Cluster, wurde jedem 
Vektor dem durch den Agorithmus 
errechneten Mittelpunkt eines jeden Clusters 
der nächstliegende zugeordnet. 
 
Tab.2:  Die Analyse ergab 6 Cluster mit in 
invasiven Zellen vermindert exprimierter 
RNA und 3 mit verstärkt exprimierter.  
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Abb.13: In der oberen Zeile wird die Schmelzkurve des internen Standards ß-Aktin gezeigt (A) und 
rechts die relative Signalstärke in Abhängigkeit der Zyklenzahl(B). Die Intensität der cDNA 
invasiver Zellen (I) wurde ins Verhältnis mit der Signalstärke der nicht-invasiven Probe (Q) incl. 
deren Verdünnungsreihe gesetzt und auf 1 gemittelt.   
 In der zweiten Zeile befindet sich exemplarisch die Schmezkurve von TIMP 2. Die Schmelzkurve 
zeigt die negative erste Ableitung der Fluoreszenzstärken in Abhängigkeit von der Temperatur (C). 
Bei kontinuierlicher Messung wird die Temperatur bis zum völligen Denaturieren gesteigert. Zu 
erkennen sind zwei Berge (peak). Der erste Berg ist der Primerberg. Er resultiert aus der 
Denaturierung der nicht verbrauchten Primer in der Negativ-Kontolle. Der zweite Berg ist spezifisch 
für die amplifizierte DNA. Wurden neben der gewünschten DNA auch andere Produkte amplifiziert, 
so entstehen daneben noch andere Berge oder Artefakte. Rechts (D) sieht man einen früheren 
Anstieg des Fluoreszenzsignals bei der DNA-Probe der nicht-invasiven Gefäßmuskelzellen am 
Beispiel von TIMP 2. Je früher ein Fluoreszenzsignal ansteigt, desto mehr c-DNA Edukte waren in 
der Lösung. Aus dem Abstand der Signalanstiege kann man auf das Verhältnis der c-DNA aus den 
verschiedenen Proben schließen. Die negativ-Kontrolle (grau) zeigt keinen Anstieg ihrer 
Fluoreszenz. 
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Gene
Verhältnis Array
invasiv / nicht-invasiv
Mittelwert n SA p-Wert
1,4-alpha-glucan branching enzyme (GBE) 0.1 0.40 4 0.12 0.0003
HLA class I histocompatibility antigen (HLA-C) 0.2 0.49 4 0.24 0.0078
tissue inhibitor of metalloproteinase 3 (TIMP3) 0.4 0.29 4 0.10 <0.0001
angio-associated migratory cell protein 0.4 0.59 4 0.25 0.0226
tissue inhibitor of metalloproteinase 2 (TIMP2) 0.5 0.67 5 0.31 0.0446
vinculin 0.6 0.48 4 0.15 0.0012
fibronectin 0.7 0.44 4 0.41 0.0378
alpha E-catenin nicht-invasiv 0.40 4 0.22 0.0025
atrial natriuretic peptide receptor B (ANPB) 0.37 5 0.11 <0.0001
integrin beta 1 0.59 4 0.23 0.0412
tissue factor pathway inhibitor 2 (TFPI 2) 1.5 2.15 4 0.26 0.0004
matrix metalloproteinase 3 (MMP3) 0.65 6 0.31 0.0446
ß-Actin 1.0 1.00 5 0.01 <0.0001
Verhältnis RT-PCR 
invasive /  nicht-invasiv
nicht-invasiv
nicht-invasiv
nicht-invasiv
 
Tab.3: Deskriptive Statistik der RT-PCR-Daten. Die Tabelle enthält die Gene, deren differentielle 
Genexpression in der RT-PCR bestätigt wurden. Neben dem Gen wird das aus dem Array-Experiment 
ermittelte Verhältnis, sowie der Mittelwert, Anzahl der durchgeführten Messungen(=n) und die 
Standardabweichung der Light-Cycler Experimente angegeben. 
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Abb.14 Ergebnisse des Light-Cyclers (Roche) inkl. oberes und unteres 95%-Konfidenzintervall. 
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Insgesamt wurden 12 Gene ausgewählt, die mittels quantitativer PCR untersucht 
wurden. 11 Gene, die aus dem Array als in nicht-invasiven VSMC verstärkt exprimiert 
identifiziert wurden, konnten durch den Light-Cycler bestätigt werden. Es handelt sich 
dabei um: TIMP 2, TIMP 3, Integrin-ß 1, FN, ANPB, AAMP, Vinculin, GBE, α-E-
Catenin, MMP 3 und HLAC.  
Als Beispiel für ein Gen, das beständig sowohl im Array als auch in der RT-PCR seine 
Differentialiltät mit einer Erhöhung auf Seiten des invasiven Phänotyps zeigte, war 
TFPI 2.  
 
3.5 Verifikation der Array Daten auf Protein Ebene durch Western Blot 
und ELISA 
 
Spezielle Berücksichtigung bei der Protein-Bestimmung fanden wegen ihrer vielfach 
diskutierten speziellen Bedeutung hinsichtlich der Migration und Invasion von Zellen 
die Familie der Matrix Metalloproteinasen (MMP) und deren Inhibitoren, den TIMP´s 
(tissue inhibitor of metalloproteinase).  
Aus diesem Grund wurde die Protein Expression von MMP 1, 2, 3 und TIMP 1 und 2 
per ELISA getestet. Während MMP 1 und 2 im invasiven Phänotypen vermindert 
exprimiert wurden (p<0,05), zeigte sich bei MMP 3 eine erhöhte Expression, die 
allerdings statistisch nicht signifikant war (Mittelwert 1,5, p>0,0975). TIMP 1 und 2 
waren ebenfalls durchgehend in invasiven VSMC vermindert exprimiert, TIMP 1 
durchschnittlich zweifach, TIMP 2 sogar 10 fach. (siehe Tabelle 4) 
MMP 2 genauso wie TIMP 2 waren damit in allen Untersuchungen, d.h. Array, RT-
PCR und ELISA bzw. Western Blot (siehe Abb.16) einheitlich auf Seiten der nicht-
invasiven Zellen verstärkt exprimiert. Die Ergebnisse für TIMP 1 und MMP 3 waren 
nicht konsistent über alle Versuche oder konnten wegen fehlender Signifikanz nicht 
bestätigt werden. MMP 1 zeigte auf der Proteinebene ein ähnliches 
Expressionsmuster wie MMP 2, allerdings konnte es im Array und auch in der RT-PCR 
nicht nachgewiesen werden.  
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Gen Array RT-PCR Elisa
P-WertMittelwert SA n
MMP 1 Kein Wert 0.32 0.18 4 0.0003
MMP 2 0.4 1.0 0.16 0.14 4 <0.0001
MMP 3 nicht-invasiv 0.7 1.50 0.50 4 0.0975  *
TIMP 1 1.3 1.1 0.44 0.15 4 0.0008
TIMP 2 0.5 0.5 0.09 0.01 3 <0.0001
 
Tab.4: Neben den Gennamen wird das aus dem Array-Experiment und der RT-PCR ermittelte Verhältnis 
der Genexpression angegeben. Die 3. bis 5.. Zeile enthält die Daten der Protein-Bestimmung mittels 
ELISA. P-Werte kleiner 0,05 zeigen statistische Signifikanz. * Die Ergebnisse für MMP3 waren nicht 
statistisch signifikant 
α-Actin ß-Actin
invasivnicht-invasiv
42 kDa
invasivnicht-invasiv  
Abb.15: Repräsentatve Western-Blot Analyse der phänotypischen Modulation glatter 
Gefäßmuskelzellen. Der invasive und nicht-invasive Phänotyp wurden wie unter 2.1 
(Zellkulturbedingen) induziert. Gleiche Mengen Protein wurden für die Experimente 
verwendet. Die linke Seite der Abbildung zeigt eine deutliche Minderexpression des α-
Actins im invasiven Phänotypen, während ß-Aktin in gleichem Maße in beiden 
Phänotypen exprimiert wird (rechte Seite).   
3 Ergebnisse 
48 
MMP 2
72kDa
ß-Actin
42kDa
Nicht-invasiv invasivNicht-invasiv invasiv  
Abb.16: Repräsentative Western Blot Analyse der differentiellen MMP2 Expression in 
invasiven und nicht-invasiven VSMC. Es wurden jeweils gleiche Proteinmengen für den 
Blot verwendet. MMP2 wurde signifikant höher in nicht-invasiven VSMC gebildet. Rechts 
befindet sich ein Western Blot, der die Expression von ß-Aktin als interne Kontrolle zeigt. 
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4 Diskussion  
 
4.1 Phänotypen glatter Gefäßmuskelzellen 
 
Die Restenose nach Eingriffen wie der PTCA oder anderen interventionellen Eingriffen 
ist nach wie vor der limitierende Faktor und in seinen Einzelheiten bis heute nicht ganz 
verstanden. Es scheint, dass der entscheidende Faktor der Restenose die Aktivierung 
der in der Gefäßwand normalerweise ruhenden glatten Muskelzellen mit Bildung einer 
Neointima ist. Dazu ändern die Gefäßmuskelzellen ihr Expressionsmuster, was zu 
einer Änderung ihres Phänotyps und ihrer Eigenschaften führt.  
In der Gefäßwand liegen die VSMC normalerweise in einem reifen, ausdifferenzierten 
Zustand vor, in dem die Zelle spezifische Marker-Proteine wie Glattes-Muskel-Actin 
oder den schwere Ketten Anteil des Myosins exprimiert. Es ist ihnen aber möglich, aus 
diesem kontraktilen in einen proliferativen, sekretorischen Zustand und von diesem 
wieder zurück in den ruhenden zu wechseln14,59. In der Zellkultur verlieren VSMC ihre 
Kontraktilität und unterliegen einer weitgehenden Reorganisation Ihrer Struktur mit 
einem Verlust an Myofilamenten im Austausch gegen Endoplasmatisches Retikulum 
und Golgi Komplexen. In diesem Zustand wurde eine vermehrte Proliferation und 
gesteigerte Migration der Zellen unter dem Einfluss von Mitogenen und 
Chemoattraktanzien wie PDGF, FGF oder IGF-1 gezeigt60. 
Die Zellkultur zeigte eine hohe Korrelation zwischen proliferierenden und invasiven 
VSMC. Es konnte aber auch festgestellt werden, dass es Zellreihen gab, die zwar 
proliferative Eigenschaften besaßen, nicht jedoch migratorische oder invasive, was 
darauf schließen lässt, dass durch verschiedene Spender-Pools bedingt 
unterschiedliche Phänotypen ausgeprägt werden und dass diese proliferativen nicht 
identisch mit den invasiven VSMC sind61. Durch die Boyden-Kammer-Versuche 
konnten allerdings die Zellen mit invasiven Eigenschaften identifiziert werden, und eine 
Charakterisierung der für diese Vorgänge relevanten Gene vorgenommen werden. 
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4.2 Möglichkeiten und Limitationen von Mikroarrays  
 
Mikroarrays bieten die Möglichkeit in kurzer Zeit, eine große Menge an Genen zu 
untersuchen, für die Invasion relevante Gene zu identifizieren und Expressionsmuster 
zu erfassen, die Aufschluss über eventuelle Beziehungen der Gene untereinander 
geben können. Über zentrale und öffentliche Datenbanken können die Ergebnisse 
miteinander verglichen werden, um gegebenenfalls Gemeinsamkeiten oder 
Unterschiede für Interpretationen zu nutzen. Problematisch ist mittlerweile die Vielzahl 
der verwendeten Chips und die vielen alternativen Möglichkeiten der Daten-Analyse. 
Unterschiedliche Technologien und Methoden und unzureichende Beschreibung der 
Versuchsbedingungen sind z.B. Probleme bei der Nutzung dieser Daten. 
In dieser Arbeit konnte im Einklang mit den Erkenntnissen anderer Arbeitsgruppen62 
und vorheriger Arbeiten nicht jeder im Array festgestellte Unterschied verifiziert 
werden. Knight untersuchte Methodik, Herstellungsverfahren und letztendlich 
Fehlerraten von Mikroarrays und stellte fest, dass bis zu 40-50% der auf einem DNA-
Chip repräsentierten cDNA-Oligonukleotide falsch sein können. Dies geschehe zum 
einen durch methodische Fehler, menschliches Versagen, Kontamination während der 
Herstellung der Oligonukleotidsequenzen durch Bakterien und falsche Angaben in 
Datenbanken63. Dies schränkt die Reproduzierbarkeit und Zuverlässigkeit der 
Mikroarrays ein und aus diesem Grund verlangen die aus Arrays gewonnene Daten 
der sorgfältigen Kontrolle durch alternative Testmethoden wie der real-time RT-PCR, 
die mit +/- 20% eine sehr genau Quantifizierung der DNA-Mengen zulassen. Auf diese 
Weise und zusätzlich durch Western Blot Analyse und ELISA konnte in dieser Arbeit 
die Mehrzahl der aus dem Array gewonnenen Daten bestätigt werden. 
Das in dieser Arbeit durchgeführte Array-Experiment lieferte die Genexpression glatter 
Gefäßmuskelzellen zu einem bestimmten Zeitpunkt. Weitergehende Erkenntnisse über 
die differentiell exprimierten Gene können aus Experimenten gezogen werden, die 
Zeitabläufe dokumentieren, z.B. durch die Analyse der Genexpression der VSMC im 
Verlaufe ihrer phänotypischen Änderung, in dem Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten 
aus der Zellkultur gewonnen werden und Array-Experimenten unterzogen werden. 
Dadurch könnte noch besser die Regulation der Gene untereinander dokumentiert und 
entschlüsselt werden. 
4 Diskussion 
51 
Die interne Standardisierung erfolgte mittels ß-Aktin. Für dieses wurde bereits eine 
konstante Genexpression in verschiedenen Phänotypen nachgewiesen54. Dies konnte 
auch in dieser Arbeit durch Western Blots auf Protein-Ebene gezeigt werden. 
 
 
4.3 Funktionelle Klassifikation der differentiell exprimierten Gene und 
Cluster Analyse 
 
Funktionelle Klassifikation 
 
Tatsächlich lieferte der verwendete Array Daten differentiell exprimierter Gene, die 
noch nicht im Rahmen der Restenose diskutiert wurden (siehe z.B. TFPI-2, ANPB, FT-
ß, GBE, AAM, Vinculin), und deshalb Möglichkeiten für weitere Untersuchungen 
bieten.  
Außerdem wurden Gene identifiziert, deren Beitrag schon im Rahmen der Restenose 
oder Arteriosklerose untersucht wurde (PAI-1, PAI-2, t-PA, TIMP1-3, Fibronektin und 
dessen Rezeptoren).  
Die funktionelle Klassifikation der Gene zeigte eine besondere Rolle der Extrazellulär-
Matrix-Proteine, der Zelladhäsionsrezeptoren, der extrazellulären Kommunikation und 
der Matrix-organisierenden Proteine. Auf die spezielle Rolle einzelner Gene im 
Rahmen der Restenoseentstehung soll im Kapitel 4.3 eingegangen werden. Die 
Cluster-Analyse konnte darüber hinaus zeigen, dass besonders im invasiven 
Phänotypen Matrix-organisierende und Extrazellulär-Matrix Proteine vermehrt 
synthetisiert wurden. In den ruhenden Zellen stellt man daneben auch eine wichtige 
Rolle der Proteine des Metabolismus und der Zelladhäsion fest. Kein Gen dieser 
Gruppe wurde auf Seiten der invasiven Zellen verstärkt gemessen, was als Ausdruck 
einer verminderten metabolischen Aktivität bei erhöhter Motilität gedeutet werden 
kann.  
Die Gruppe der MMP´s und TIMP´s, von denen bereits in anderen Versuchen gezeigt 
wurde, dass sie in verschiedenen Phänotypen glatter Gefäßmuskelzellen differentiell 
exprimiert werden und entscheidenden Anteil an der Migration und Invasion dieser 
Zellen haben, wurden in dieser Arbeit auf Transkriptionsebene und auf Protein-Ebene 
untersucht. Dabei zeigte sich eine verminderte Expression von TIMP 2 und 3 sowohl in 
den Array Experimenten als auch auf Protein Ebene im invasiven Phänotyp, 
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wohingegen MMP 1 und 2 nur im Western Blot und ELISA als signifikant vermindert 
exprimiert gemessen wurde. MMP 3 zeigt sich in denselben Versuchen als stark 
spenderabhängig und war letztendlich nicht signifikant reguliert.  
 
Cluster Analyse 
 
Die in dieser Arbeit verwendete Methode des K-Mittelpunkt Clustering mit einer 
vorgegebenen Anzahl von 9 Clustern konnte die Ergebnisse der funktionellen 
Klassifikation unterstützen. Bei dieser Methode sollen zusammengehörige und 
koregulierte Gene möglichst im selben Cluster zusammengeführt werden, so lange sie 
ähnliche biologische Eigenschaften haben. In der durchgeführten (K-Mittelpunkt) 
Analyse wurden auf diese Weise alle Gene, die den Metabolismus betreffen in Cluster 
3 positioniert. Die Cluster, die Gene beinhalten, die im invasiven Phänotypen 
hochreguliert sind (7-9), enthalten ausschließlich Gene aus den Gruppen 
Extrazellularmatrix und Matrix-Organsiation. Dies ist ein Indiz dafür, dass gerade 
Proteine dieser funktionellen Klassen Einfluss auf das invasive Potential der VSMC 
haben. Darüber hinaus finden sich im Cluster 7 t-PA und PAI2, antagonistisch 
wirkende Proteine gemeinsam, was auf eine generell erhöhte Aktivität im Bereich der 
Gerinnung und Matrix-Organisation hinweist. Gleiches gilt für MMP2 und TIMP2, die 
nebeneinander gruppiert sind. Allerdings finden sich die beiden anderen untersuchten 
TIMP´s in unterschiedlichen Clustern. TIMP3 findet sich in Cluster 3, in dem auch 
runterregulierte Gene gruppiert sind, und TIMP1 in Cluster 9, welches dort als einziges 
Gen angeordnet ist. Dieses uneinheitliche Verhalten ist deshalb umso erstaunlicher, 
als das alle TIMP´s sehr ähnliche Eigenschaften besitzen (siehe Kap. 4.4). 
Sämtliche Adhäsions-Proteine finden sich in den ersten 3 Clustern, als Zeichen einer 
Überregulation in ruhenden Zellen, anders gesehen eine Verminderung in invasiven 
Zellen, als Ausdruck der zentralen Rolle, die gerade den Adhäsionsmolekülen und 
deren Substraten wie z.B. Laminin und Fibronektin und anderen Extrazellularmatrix-
Proteinen zukommt64. 
Da in dieser Arbeit die Daten aus einer Einfachbestimmung stammten, entsprach das 
Ergebnis des Clusterns weitgehend der funktionellen Klassifikation der Gene. 
Weitergehende Anwendungen der Array Technik und Cluster-Analyse entstehen aus 
der Möglichkeit Messungen in einer, wie schon vorher erwähnten, zeitlichen Abfolge 
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vorzunehmen und dadurch die Dimensionalität des Versuches um den Faktor Zeit zu 
steigern.  
 
4.4 Funktionelle Betrachtung der differentiell regulierten Gene 
 
Tissue Factor Pathway Inhibitor 2 (TFPI-2) ist ein Serin-Proteinase-Inhibitor mit 
inhibitorischer Wirkung auf aktivierten Faktor XI, Kallikrein (s.u.) , Plasmin und einige 
Matrix-Metalloproteinasen (s.u.), die interessanterweise gegensätzlich reguliert waren. 
Dieser Zusammenhang lässt darauf schließen, dass der intrinsische Weg der 
Koagulation, sowie das fibrinolytische System eine wichtige Rolle bei der Migration und 
Invasion spielen. In der normalen Gefäßwand kommt TFPI-2 nur im Endothel vor, in 
arteriosklerotisch veränderten Gefäßen findet man es auch in Makrophagen, T-Zellen 
und in VSMC65. Erst kürzlich wurde es als Mitogen für VSMC entdeckt66.  
 
Fibronektin ist ein dimeres extrazelluläres Glykoprotein, das in der Extrazellulärmatrix 
der gesunden Arterienwand vorhanden ist. Dort kommen ihm Aufgaben im Bereich der 
Adhäsion, Migration, Differenzierung und des Wachstums zu67. Fibronektin besteht 
aus 3 Abschnitten. 12 Typ-I Domänen, 2 Typ-II Domänen und 15-17 Typ-III Domänen 
mit 2 alternativen Splice-Varianten ED-A und ED-B (ED= Extra-Domäne). In der Leber 
hergestelltes Plasma-Fibronektin besitzt keine dieser Splice-Varianten, wohingegen 
zelluläres Fibronektin unterschiedliche Mengen an ED-A und ED-B enthält. Im Plasma 
liegt Fibronektin in einer löslichen, protomeren Form vor während es in der 
Extrazellularmatrix in einer unlöslichen Form vorliegt68. In arteriosklerotischen 
Veränderungen oder bei Verletzung der Gefäßwand allerdings wird verstärkt 
Fibronektin in beiden Splicevarianten exprimiert36,69. Die Expression hält auch nach 
Reendothelialsierung an70. Diese Feststellungen lassen eine bedeutsame Rolle des 
Fibronektins in diesen pathologischen Bedingungen annehmen. Darüber hinaus wurde 
in vitro festgestellt, dass Fibronektin daran beteiligt ist, den Phänotyp glatter 
Gefäßmuskelzellen von einem ruhenden, differenzierten Zustand in einen 
synthetisierenden Zustand zu überführen71.  
Die Kommunikation des Fibronektins mit der Zelle wird über so genannte Integrine 
vermittelt. Dies ist eine Familie von Zelloberflächenrezeptoren, die für die Bindung von 
Zellen an Extrazellular-Matrix oder Oberflächenmolekülen anderer Zellen sorgen. 
Integrine sind heterodimere Glykoproteine, die aus einer α- und einer ß-Untereinheit 
bestehen. Jede Untereinheit hat eine extrazelluläre, eine transmembranäre und eine 
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zytoplasmatische Domäne72. Bis heute wurden 17 α und 8 ß Untereinheiten 
identifiziert, die zusammen durch unterschiedliche Paarung eine Gruppe von über 20 
Integrinen bilden. Manche von diesen binden spezifisch einen Liganden, andere 
mehrere Matrix-Moleküle73.  
An der Zelloberfläche bindet Fibronektin hauptsächlich an den α5ß1-Rezeptor, wobei 
dieser an der Polymerisation des löslichen Fibronektins beteiligt ist68. Diese α5ß1-
Rezeptoren sind kaum in normalen Arterienwänden zu finden, dafür aber verstärkt 
nach Gefäßverletzung und in Zellkultur36,64. Eine starke Überexpression von α5ß1 und 
eine moderate Verstärkung von αVß3 konnte in invasiven VSMC nachgewiesen 
werden52,74. Selektive Blockade des αVß3-Rezeptors durch einen monoklonalen 
Antikörper (Abciximab) führt zu einer Inhibition der migratorischen Fähigkeiten der 
VSMC10. Sowohl im Array als auch in der RT-PCR wurde übereinstimmend eine 
verstärkte Expression von Fibronektin in nicht-invasiven Gefäßmuskelzellen 
gemessen. Parallel dazu zeigte sich der ß1-Anteil der Integrine ebenfalls 
überexprimiert. Ligand und Rezeptoranteile werden in dem Zellsystem also 
gleichermaßen –natürlich ohne Kenntnis des genauen zeitlichen Verlaufs- verstärkt in 
konfluenten Gefäßmuskelzellen gebildet.  
 
Farnesyltransferase ist an zumindest zweien (Integrin-vermittelten) Signalwegen 
beteiligt. Erstens an der Mitogen-aktivierten Protein Kinase (MAPK), indem es das 
p21-ras Protein farnesyliert und damit die Vorraussetzung für die Membranbindung 
schafft75 und zweitens über die Katalyse von Rho, einer Familie von GTPasen, die 
über einen anderen Transduktionsweg wirkt76.  
Auch Inhibitoren der Farnesyltransferase wurden bereits erfolgreich erprobt, um 
Zellproliferation und –migration zu beeinflussen. Eine Hemmung der 
Farnesyltransferase führte jeweils zu einer Verringerung der proliferatorischen und 
migratorischen Eigenschaften der VSMC76,77.  
Im Array konnte ein 1,5 facher Unterschied in der Expression der Farnesyltransferase 
festgestellt werden. Deshalb bieten die Signaltransduktionswege, die eine Wandlung 
des Phänotyps der VSMC bewirken können, vielfältige Ansatzpunkte, um weitere 
Möglichkeiten der Intervention zu erforschen.    
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Funktionell passt in diesem Zusammenhang die Überexprimierung von Vinculin in 
nicht-invasiven VSMC. Vinculin ist Bestandteil sogenannter Fokaler Adhäsionen. Dies 
sind Proteinkomplexe, die den Kontakt von Zytoskelett und Extrazellular-Matrix 
herstellen, an intrazellulären Signalwegen über z.B. Fokale Adhäsions Kinasen, der 
Zell-Zell Verankerung und der Zytoskelettorgansiation beteiligt sind78. Daran sind 
außerdem Moleküle wie α-Actinin, Paxilin und Tensin und zytoplasmatische Domänen 
der Integrine beteiligt79.   
Fokale Adhäsionen werden je nach Zustand der Zellen, in denen sie vorkommen, auf- 
bzw. abgebaut. Eine Vermehrung erfolgt in Zellen, die Zellkontakte aufbauen, eine 
Verminderung in Zellen die sich in der Mitose befinden oder an der Rückseite von 
migrierenden Zellen, wo sie den Kontakt zu Extrazellularmatrix aufgeben müssen, um 
sich fortzubewegen. Eine Verminderung von Vinculin im proliferierenden Phänotyp 
scheint in dieser Hinsicht nur plausibel, zeichnet er sich doch durch eine erhöhte 
Mitoserate und gesteigerte Migration aus. Tatsächlich konnte dies im Array und in der 
RT-PCR konstant gezeigt werden. Ob die Rolle des Vinculin in der Restenose 
Ansatzpunkt einer Therapie sein kann, bleibt allerdings zu bezweifeln. Die 
extrazellulären Bestandteile der mit den Fokalen Adhäsionen verbundenen 
Signalwege, also die Integrine, scheinen ohnehin besser dafür geeignet zu sein, sind 
sie doch leicht zu erreichen und schon Ziel medikamentöser Therapie.  
 
Matrix-Metalloproteinasen (MMP) sind eine Gruppe von zumindest 20 Zink-
abhängigen Enzymen. Zusammen können sie alle Bestandteile der Extrazellularmatrix 
degradieren. Dadurch schaffen sie Zellumgebungen, die Einfluß auf die Morphologie 
ihrer beinhalteten Zellen haben. Deshalb wird den MMPs eine überaus wichtige Rolle 
in der Entstehung der Restenose zugesprochen. Man unterscheidet 5 verschiedene 
Gruppen auf Grund ihrer Substratspezifität: Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine, 
membrangebundene und andere. Zumindest MMP-2 und MMP-9 werden nach 
arterieller Gefäßverletzung vermehrt synthetisiert80. MMP-2 wurde durch den Array als 
differentiell exprimiert identifiziert, und durch ELISA bestätigt. Daneben wurden auch 
MMP-1 und die Gruppe der TIMP´s untersucht und eine signifikante Regulation 
festgestellt. 
 
Aktiviert werden die MMPs über extrazelluläre Proteasen wie das u-PA oder auch 
Plasmin selbst38. Die Inhibition des Matrixumbaus durch MMPs wird durch eine 
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Gruppe von Proteinen inhibiert, die Tissue Inhibitors of Matrixproteinases (TIMP) 
genannt wird. Es gibt 4 TIMPs, die alle die meisten MMPs binden können, allerdings 
konnten unterschiedliche Affinitäten festgestellt werden. Welchen Ausmaßes diese 
Unterschiede sind, und welche Bedeutung ihnen dadurch zukommt ist allerdings 
weitgehend ungeklärt81. Für TIMP-1 und TIMP-2 wurde bereits eine reduzierende 
Wirkung auf die Neointima-Bildung gezeigt82,83. Bei den jetzigen Untersuchungen 
konnte im Array kein Unterschied in der Expression von TIMP-1 nachgewiesen 
werden. Dafür waren TIMP-2 und TIMP-3 im nicht-invasiven Phänotyp überexprimiert. 
In der RT-PCR bestätigte sich das Ergebnis für TIMP-2 und -3, außerdem konnte auch 
für TIMP-1 eine verhältnismäßig höhere Expression auf Seiten der nicht-invasiven 
Zellen  registriert werden.   
 
Tissue-type plasminogen activator (t-PA) und plasminogen activator inhibitor 
(PAI) sind Bestandteile des fibrinolytischen Systems, das mit Plasmin und dessen 
Fähigkeit zur Spaltung von Fibrin-Polymeren ihr Ende findet.  
t-PA ist eine Serin-Protease, die Plasminogen, ein plasmatisches Proenzym, zu 
Plasmin aktiviert und so die Spaltung von Fibrin und Extrazellularmatrix-Molekülen, 
eine wichtige Vorraussetzung für die Migration von Muskelzellen, fördert84.  Clowes et 
al. stellten schon 1990 fest, dass t-PA und eine zweite Serin-Protease u-PA von VSMC 
gebildet werden85. T-PA selber und nicht nur sein Produkt Plasmin wirkt mitogen, 
weshalb vermutet werden kann, dass t-PA in der Lage ist als autokriner 
Wachstumsfaktor im Zusammenhang der intimalen Hyperplasie zu wirken86. Beide 
PAs sind allerdings auch durch ihre spezifische Hemmbarkeit durch eine Gruppe von 
Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren ausgezeichnet. Diese bilden Komplexe mit beiden 
Plasminogen-Aktivatoren und verhindern so die Anheftung an ihr Substrat, das 
Plasminogen. PAI-1 reduziert auf diesem Weg dosisabhängig die Mitogenität von t-PA 
deutlich86. Die Überexprimierung von PAI in Endothelzellen und ihre Auswirkung auf 
die migratorischen Eigenschaften innnerhalb eines modifizierten Boyden-Kammer 
Modells von Gefäßmuskelzellen wurde durch Proia et al. demonstriert. PAI-1 zeigt 
dabei die Fähigkeit, das migratorische Potential von Gefäßmuskelzellen erheblich 
einzuschränken. Proia et al. führen dies allerdings nicht nur alleine auf die Inhibition 
der Plasmin-Aktivatoren zurück, sondern erkannten gleichzeitig eine reduzierte 
Expression von Matrix-Metalloproteinasen, die entscheidend an der Degradation von 
Extrazellular-Matrix beteiligt sind87 (siehe Abb.17). Der Array zeigte für t-PA, PAI-1 und 
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PAI-2 eine verstärkte Synthese auf Seiten der konfluenten nicht-invasiven VSMC, was 
durch die Light-Cycler Daten bestätigt werden konnte.  
Besonders im Falle der sich gegenseitig regulierenden Gene MMP´s und TIMP´s, t-PA 
und PAI´s ist es interessant durch weitere Arbeiten eine zeitliche Auflösung der 
Genexpression zu erreichen. Hierdurch könnte man die gegenseitige Regulation 
innerhalb bestimmter funktioneller Klassen untersuchen und gegebenenfalls 
Regelkreise erkennen. 
 
ANPB (arial natriuretic peptide receptor B) ist ein selektiver Rezeptor für CNP (C-type 
natriuretic factor). Die Familie der Natriuretischen Faktoren (ANP, BNP, CNP) wird 
hauptsächlich in den Vorhöfen aber auch in den Ventrikeln, Aortenbogen, Lunge, 
Gehirn  (nur CNP), Nieren und Thymus gebildet. Die natriuretischen Faktoren sorgen 
über eine Erhöhung der glomerulären Filtrationsrate für eine vermehrte Wasser- und 
Salzausscheidung. Zudem wirkt es hemmend auf das Angiotensin-Aldosteron-System 
und damit blutdrucksenkend. Alle Mitglieder dieser Famlie zeigen einen 
antimigratorischen Effekt auf VSMC. Dabei scheint CNP der potenteste Faktor dieser 
Familie zu sein88,89. Eine Verminderung von dessen Rezeptor im proliferierenden 
Phänotyp könnte zu einer geringeren Antwort auf CNP führen und damit die 
antimigratorische Wirkung reduzieren. Erste Tierversuche haben die Anwendbarkeit 
von CNP als antimigratorische Substanz in der Therapie der Restenose gezeigt.  
Lokale Applikation mittels Kathetertechnik aber auch adenoviraler Gentransfer haben 
sich hierbei schon als wirksam herausgestellt90,91.  
Sieben Gene waren in der Metabolismus-Gruppe differentiell exprimiert, was eine 
verminderte metabolische Aktivität der Zellen anzeigt. Dabei sind verschiedene 
Signalwege involviert. GBE (s.u.) z.B. ist mit der Glykolyse bzw Glykoneogenese 
assoziiert, während Cytochrom p450 an verschiedenen Entgiftungsprozessen des 
Körpers beteilgt ist. 
 
Das Branching Enzym (GBE) (Syn.: Amylo-1,4->1,6 Transglucosylase) ist das 
Schlüsselenzym des Glykogen Stoffwechsels, indem es die 1,6 glykosidische Bindung 
des Glykogens katalysiert. Bisher wurde GBE nicht in Zusammenhang mit der 
Migration oder Proliferation glatter Gefäßmuskelzellen besprochen. Auch im Array war 
die Signalstärke äußerst gering, obwohl die RT-PCR eindeutig eine höhere Expression 
in ruhenden VSMC zeigte. Dies könnte aufgrund eines metabolischen Zustandes sein, 
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den die Muskelzellen nach Erreichen des konfluenten Zustandes einnnehmen, im 
Gegensatz zum katabolischen Zustand, der in invasiven VSMC herrscht.  
Es kann festgestellt werden, dass die Untersuchungen bezüglich der Migration von 
Muskelzellen und der Restenoseentstehung allgemein viele unterschiedliche Ansätze 
verfolgen. Erstaunlicherweise sind die Proteine, die in den Metabolismus -mit 
Ausnahme des Lipidstoffwechsels- der Zelle involviert sind, relativ selten Objekt dieser 
Untersuchungen.  
 
Das Angio-Associated Migratory Cell Protein (AAMP) ist ein 52 kDA Protein, das 
an der Angiogenese beteiligt ist und einen migratorischen Effekt auf Endothelzellen in 
vitro ausübt92. Darüber hinaus ist AAMP bisher nur in wenigen Arbeiten erwähnt 
worden. Weder in der Entstehung der Restenose noch in Verbindung mit den 
Eigenschaften von VSMC wurde es diskutiert. Lediglich die Anordnung unterhalb der 
Zellmembran in netzartigen Strukturen in glatten Muskelzellen wurde bereits 
nachgewiesen. 
Andere Angiogenesefaktoren wie das VEGF sind zwar in dieser Beziehung schon 
mehrfach untersucht und als wirksamer Inhibitor der Restenoseentstehung vermutet 
worden, doch bleibt die Rolle des AAMP vorerst unklar. Der Ansatz, durch zeitige 
Reendothelialisierung die Migraton glatter Gefäßmuskelzellen zu verhindern, könnte 
allerdings durch dieses Protein einen neuen Beitrag erhalten. Desweiteren wäre die 
Untersuchung des direkten Einflusses von AAMP oder deren Inhibitoren auf die 
Migration von VSMC eine mögliche Alternative.  
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Abb.17 Schematische Darstellung der Wirkung und Interaktion einzelner Faktoren auf die 
Aktivierung glatter Gefäßmuskelzellen. Einzelheiten sind aus Kapitel 4.4 (Fibronektin, 
MMP, TIMP, TFPI 2) zu entnehmen.  
 
4.5 Bedeutung der Arbeit im Zusammenhang der Restenose 
 
Durch die Mikroarray-Technik konnten in dieser Arbeit neue Erkenntnisse über die 
Genregulation in invasiven und zur Migration fähigen  VSMC gewonnen werden. Die 
besondere Bedeutung der Extrazellularmatrix, Matrix-organisierender Proteine, 
Adhäsionsmoleküle und anderer konnte bestätigt und einige neue Gene als 
potentieller Ansatz weiterer Untersuchungen identifiziert werden. Die Erkenntnisse, die 
aus dieser Art Genanalyse gezogen werden können, ermöglichen es neben dem 
Vergleich einzelner Gene, Hinweise auf komplexe Regulationsmechanismen zu 
erhalten bzw. Antworten auf die Frage, warum nur ein Teil der Patienten eine 
Restenose erleidet bzw. von einer Therapie profitiert im Sinne einer genetischen 
Prädisposition. Auf diese Weise können Therapiestrategien bezüglich der Restenose, 
die entscheidend durch das Verhalten glatter Gefäßmuskelzellen bestimmt wird, 
entwickelt werden. Die Therapie kann dabei auf konventionellen Medikamenten, 
Antikörpern, auf Nukleinsäure basierenden Medikamenten und nicht zuletzt der 
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Gentherapie –die Kenntnis des Zielgens vorausgesetzt- beruhen. Erste Versuche mit 
z.B. VEGF erzielten im Tierversuch schon positive Resultate93. Jedoch stellt sich die 
Frage, ob Expression oder Hemmung eines einzelnen Gens im Stande ist, die 
biologischen Vorgänge der Restenose in ausreichendem Maße zu verhindern.  
Trotzdem stellt die Gentherapie eine sehr interessante Möglichkeit in der Verhinderung 
der Restenose dar. Neben der Identifizierung potentieller Gene als Angriffspunkte 
besteht Bedarf in der Verbesserung im Bereich der Applikation (z.B. Gentransfer durch 
Katheter während PTCA oder beschichtete Stents), der Optimierung von Vektoren 
sowie der Verhinderung systemischer Nebenwirkungen.  
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Zusammenfassung  
 
Glatte Gefäßmuskelzellen haben mit ihrer Fähigkeit zur Proliferation, Migration und 
Invasion entscheidenden Anteil an der Pathogenese verschiedener kardiovaskulärer 
Krankheiten wie der Arteriosklerose und der Koronaren Herzkrankheit. Eine besondere 
Rolle kommt ihnen bei der Restenoseentstehung bei Stentimplantation nach 
Perkutaner Transluminaler Kornarangioplastie (PTCA) zu. Ziel der Arbeit war mittels 
eines cDNA-Arrays Gene, die für die Proliferation und Migration glatter 
Gefäßmuskelzellen verantwortlich sind, zu identifizieren  
In Zellkultur wurden zwei verschiedene Phänotypen erzeugt, deren unterschiedliches 
Potential zur Migration und Invasion mittels modifizierter Boyden-Kammer festgestellt 
wurde. Sie dienten als Modell für die in einer gesunden Arterienwand ruhenden 
(quieszenten) bzw. nach Eingriffen wie der PTCA proliferierenden und zur Migration 
fähigen Gefäßmuskelzellen. Mit einem cDNA-Array wurde die differentielle 
Genexpression von ca. 600 das kardiovaskuläre System betreffende Gene analysiert 
und durch Quantitative PCR auf Transkriptions- bzw. durch Western-Blot und ELISA 
auf Protein-Ebene bestätigt. 47 Gene waren in den Experimenten um mindestens den 
Faktor 1,5 differentiell exprimiert. Die Analyse mittels funktioneller Klassifikation und 
eines Cluster-Algorithmus zeigte eine besondere Rolle der Extrazellulär-Matrix-
Proteine, der Zelladhäsionsrezeptoren, der extrazellulären Kommunikation und der 
Matrix-organisierenden Proteine. Matrix-organisierende und Extrazellulär-Matrix 
Proteine wurden vermehrt in invasiven Gefäßmuskelzellen synthetisiert, Proteine des 
Metabolismus und der Zelladhäsion in den ruhenden Zellen.  
Neben bekannten, die Migration und Invasion betreffenden Gene, wie den 
Matrixmetalloproteinasen (MMP) und ihren Inhibitoren (TIMP) konnten auch neue, 
bisher nicht im Rahmen der Restenose diskutierte Gene entdeckt werden. Dazu 
zählen AAMP, BNP-Rezeptor, alpha-E-Catenin und TFPI 2, das stark auf Seiten der 
invasiven Zellen erhöht war. Durch die Versuche konnten neue, potentiell relevante 
Gene für die Invasion glatter Gefäßmuskelzellen identifiziert und durch frühere 
Experimente ermittelte Gene bestätigt werden. 
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AAMP Angio-associated migratory cell protein 
ANPB Atrial natriuretic peptide B 
DNA, cDNA Desoxyribonucleinsäure, complementary/copy Desoxyribonucleinsäure 
dNTP desoxy-Nucleosidtriphosphat 
DTT 1,4-Dithiothreitol 
ECM Endothelzell-konditioniertes Medium 
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 
FGF Fibroblast growth factor 
GBE Glycogen branching enzyme  
HUVEC Human umbilical vein endothelial cells, menschliche endotheliale Nabelschnurvenenzellen 
IGF Insulin like growth factor 
KHK Koronare Herzkrankheit 
LDL Low density lipoproteins, Transportform des Cholesterins 
MMP Matrix metalloproteases 
NO Nitric Oxide, Stickstoffmonooxid, vasoaktiver Faktor 
PDGF Platelet derived growth factor 
PDVF Polyvinylidendifluorid 
PTCA Perkutane Transluminale Coronare Angioplastie 
RES Retikulo-endotheliales System 
RNA Ribonucleinsäure 
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RT-PCR Reverse transcriptase polymerase chain reaction 
SMA Smooth muscle Actin 
TFPI Tissue factor pathway inhibitor 
TGF Transforming growth factor 
TIMP Tissue inhibitor of metalloproteinases 
t-PA, u-PA Gewebsplasminogenaktivator, Urokinaseplasminogenaktivator 
VSMC Vascular Smooth Muscle Cell, glatte Gefäßmuskelzellen 
WHO World Health Organisation, Weltgesundheitsorganisation 
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